Daniel Sojka

,<Krvemlynek“ ve strevé klistéte

Ackoli klistata saji a travi obrovské mnozstvi hostitelské krve, ktera je jejich
jedinym zdrojem Zivin a energie, molekularni podstata téchto jevii nebyla do
nedavné doby prili§ zfejma. Teprve komplexni molekularni model traveni
hostitelského hemoglobinu u klistéte obecného (Ixodes ricinus), vypracovany
ve spolupraci Biologického centra a Ustavu organické chemie a biochemie
AV CR, poprvé odhalil analogii zaZivani u klistat s krevsajicimi plosténci (Platy-
helminthes) a hlisticemi (Nematoda). Tato znalost predstavuje zasadni pozna-
tek pro ucinny boj s klistaty a jimi pfenaSenymi patogeny (o interakci mezi
klistétem a hostitelem bliZe také Ziva 2007, 6: 247-249 a 2008, 1: 5-6).

Klistata prenaseji pivodce daleko vétsiho
poc¢tu nemoci nez jakakoli jind skupina
krevsajicich ¢lenovcd, a to véetné komarta
(viz napt. Ziva 2014, 5: 247-249). V nasich
zemé&pisnych sitkach byvaji klistata spojo-
vana zejména s pfenosem zdvaznych one-
mocnéni jako lymska boreliéza a klistova
encefalitida (Ziva 2001, 4: 150—152). Zatim-
co prvni jmenované onemocnéni muze pii
zanedbéni veasné antibiotické 1é¢by pre-
chézet do chronického stavu, zptsobuje
dlouhodobé problémy a doposud pro néj
neni vhodna vakcina, rozvoj klinickych
projevt druhé nakazy probiha mnohem
rychleji, ohrozuje na zivoté a pfes exis-
tenci dostupné komer¢ni vakciny mtize
pfedevsim u neockovanych pacientt star-
$ich 50 let koncit fatalné. Z globédlniho
pohledu vsak ma problematika klistat jesté
dalsi rozméry — klistata sama o sobé zptiso-
buji obrovské skody farmaitim chovajicim
skot v zemich Latinské Ameriky, Afriky
a v Australii, kdy zejména druhy s jednim
hostitelem, mezi néz se fadi napt. Rhipi-
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cephalus (dfive Boophilus) microplus, saji
ve velkych poc¢tech na dobytku a znehod-
nocuji produkci mléka, masa a kiize. Na-
vic tyto druhy pfenaseji patogeny jako
vnitrobunécné bakterie rodu Anaplasma
nebo vytrusovce rodu Babesia a Theile-
ria, pfibuzné a podobné plazmodiim zpu-
sobujicim maldrii, které tyto skody déle
umoctiuji. Z evoluéniho pohledu pak klis-
tata zaujimaji v systému bezobratlych uni-
katni postaveni — patfi totiZ mezi klepitkat-
ce (Chelicerata) a spoletné s rozto¢i tvoii
fad Acarina. Vzhledem k ndasobné (néko-
lika- aZ tisicindsobné) velikosti oproti ji-
nym rozto¢um piedstavuji vhodny mode-
lovy organismus pro studium biologie celé
této skupiny, zahrnujici i dalsi ekonomicky
a zdravotné dulezité a sledované parazi-
ty, jako jsou klestik véeli (Varroa destructor),
¢melik ku¥i (Dermanyssus gallinae) nebo
zakozka svrabové (Sarcoptes scabiei).
Kromé raritniho jihoafrického druhu
Nuttalliella namaqua naleziciho do samo-
statné celedi Nuttalliellidae se vSech vice
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nez 850 celosvétove se vyskytujicich dru-
hii dnes fadi do dvou ¢eledi — klistata (Ixo-
didae, v angli¢tiné se pouziva oznaceni
tvrd4 klistata) a klistaci (Argasidae, ang-
licky mékka klistata). Déleni vychazi z toho,
ze samci klistat maji télo kryté chitinizova-
nym hibetnim 3titkem (scutum) a u samic
dosahuje tento stitek do jedné tietiny téla.
Naopak télo klistakt je mékké, kozovité.
Klistata jsou obligatnimi ektoparazity,
jejichZ jedinym zdrojem Zivin a energie je
krev obratlov¢ich hostiteld. Traveni a zpra-
covan{ hostitelské krve jsou tudiz elemen-
tarnimi fyziologickymi procesy pro vyvoj
a rozmnozovan{ klistat, a pferuseni téch-
to procestt pomoci chemickych latek nebo
protilatek z hostitele mtze mit vyrazné
uplatnéni v lidské i veterinarni mediciné.
Stievo klistéte, zaujimajici pfes 80 % téla
dospélych samic, pfedstavuje kromé cent-
ra metabolismu trdven{ také vstupni branu
pro v8echny patogeny prenasené klistaty.
Predpoklddame, Ze podobné jako u hmy-
zich pfenasecd (napt. koméra Anopheles
gambiae, pfenaSete Plasmodium falcipa-
rum, resp. malarie) k isp&$nému prenosu
patogenti pfispiva obchézeni nebo vylo-
zené zneuzivani fyziologickych a moleku-
larnich mechanismt traveni a vrozené
imunity klistéte. Evoluéni vyhoda, majici
zasadni podil na téchto adaptacich, ziejmé
spociva ve zna¢ném rozdilu v délce gene-
ra¢niho cyklu pfenasenych patogent (hodi-
ny, dny) a klistat (roky). Dtukladné pozna-
ni metabolismu traveni a vrozené imunity
klistat na molekuldrni drovni, kterému se
dlouhodobé vénuje nase laboratof vede-
né Petrem Kopéackem v Parazitologickém
dstavu BC AV CR, v. v. i., v Ceskych Budé-
jovicich, proto znamend nejen moznost
racionalniho designu novych déinnych
vakcin proti klistatim, ale také zdkladni
predpoklad pro eliminaci pfenosu patoge-
na klistaty na jejich obratlovei hostitele.

Séni a traveni hostitelské krve
Strategie sdni a zpracovani hostitelské
krve u klistat a klistaka se do zna¢né miry
1i81 a existuji nazory, Ze se sani krve mohlo
u téchto dvou velkych a rozliénych skupin
vyvinout zcela nezavisle. U klistdka nymfy
a dospélci obou pohlavi saji na hostiteli
pomérné kratkou dobu, ¥fddové hodin. Sani
krve a kladeni vajec u nich probihaji jako
cyklické procesy —béhem zivota dospélcti
se mohou nékolikrat opakovat. Sanf pfitom
nenf podminéno pafenim a oplozenim va-
jitek —u né&kterych druhti rodu Ornithodo-
ros zndme nélezy plné nasatych neoplo-
zenych samicek, které ¢ekaji v jakémsi
vegetativnim stadiu (napf. ve vlhku pod ka-
meny), kdy vylucuji jen feromony k nala-
kéani partnera, a to az nékolik let. Po celou
dobu jsou nasaté proteiny z hostitelské
krve uskladnény ve vnitfni dutiné stfeva
(lumen) klistadka a po ,,odlozeném*“ oplo-
zeni nasledné rychle degradovany pii tvor-
bé vajicek.

Naopak klistata, k nimz pat¥{ u nés nej-
rozsifenéjsi klisté obecné, saji pouze jednou
v kazdém Zivotnim stadiu (larva, nymfa,
dospéla samice — obr. 2 a 4-6) a plné nasa-

1 SmiSeny les s travnim podrostem —
typicka lokalita zvy$eného vyskytu
klistéte obecného (Ixodes ricinus).
Branigovsky hvozd u Ceskych Budgjovic
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larva nymfa
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obdobi pomalého sani

Vyvojova stadia klistéte obecného (Ixodes ricinus) 2

samec

Priibéh sani samice klistéte obecného [dny]

samice

10 mm

odpadnuti
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200 um

2 Vyvojova stadia a dynamicky pribéh
sénf samice klistéte obecného na hostiteli
3 Prufez vybézkem (caecum) klistéciho
stfeva (zde u samice k. obecného) barveny
toluidinovou mod#{. Lumen — vnitini
prostor stfeva s nasatou krvi a bilé,
neobarvené krystaly hemoglobinu;

BL — bazalni lamina bunék (tedy vnéjsi
okraj barveného preparatu) se svalovymi
vlakny, ZB — zazivaci burika stfeva,

ktera endocytuje a travi proteiny

z hostitelské krve. Foto V. Urbanova

4 a5 Samec (mensi, zespodu) a samice
(vetsi, shora) klistéte obecného pii péareni
(obr. 4) a nymfa tohoto druhu (5)

6 Snuska vajec jedné samice klistéte
(patrné afrického druhu rodu
Amblyomma). Snimky J. Erharta,

neni-li uvedeno jinak

té samice hynou béhem nékolika dni po
nakladen{ snigky vajicek. Sani pfitom muize
trvat rovnéZz az nékolik dnf a sklada se
z obdobi pomalého sani trvajictho 6-9 dnt
a nasledného rychlého sani, k némuz do-
chézi 12—24 hodin pfed odpadnutim z hos-
titele. Faze rychlého sani je podminéna

pfedchozim oplozenim samic a nasaji pii
ni vice nez dvé tfetiny celkového objemu
krve — u samic klistéte obecného az 1 ml,
tedy zhruba 100nasobek jejich ptvodni
hmotnosti. Zpracovani proteint hostitel-
ské krve, zejména dvou hlavnich kompo-
nent, hemoglobinu a sérového albuminu,
je dtlezitym piedpokladem k vytvoteni
velké snisky.

Proces traveni krve klistaty se odehrava
v nejvétsi tkdni — ve stevé, jez tvoii pies
80 % jejich téla. Jeho stiedni ¢ast (mezen-
teron), odpovédnd za traveni, je roz¢lené-
né do jednotlivych vybézkt (caeca) kvuli
zvétSeni povrchu a objemu stfevni tkané.
Tato ¢ést stfeva se u klistat vyrazné lisi od
stejného organu krevsajictho hmyzu, a to
nejen anatomicky, ale pfedevsim funkéns.
U krevsajictho hmyzu probih4 (aZ na vy-
jimky) traveni proteint hostitelské krve
rychle a mimo samotné buriky — v lumen
stfeva. Travici enzymy napf. u mouchy
tse-tse (Glossina palpalis) nebo komart
byvaji vétsinou serinové protedzy podob-
né trypsinu s maximem aktivity v zasadité
(alkalické) oblasti pH. Oproti tomu u klis-
tat dochazi v lumen stfeva pouze k enzy-
matické lyzi (rozkladu) Gervenych krvinek
a rozpusténé krevni proteiny jsou poté
transportovany do stfevnich bunék a tra-
veny v kyselém prostiedi vnitrobunéc-
nych membréanovych vacki. Tento postup-
ny a neobvykly zpisob traveni velkého
mnozstvi nasaté hostitelské krve, kdy vnit-
fek stfeva evidentné slouzi i jako primarni
zasobnik zivin, umozinuje klistatim pfe-
zivat dlouhé ¢asové intervaly (mésice az
roky) mimo hostitele a zfejmé velmi piispi-
va k jejich globalnimu rozsifeni a Gispés-
né adaptaci k Zivotu v nejriiznéjsich pod-
minkach na Zemi.

Na pii¢ném fezu vybézkem stfeva je
tkan tvofena stfevnim lumen obsahujicim
nasatou krev, obklopeném tenkou epite-
lidlni vrstvou histologicky rozlisitelnych
bunék a tenkou vnéjsi vrstvou svalovych
vldken (obr. 3). Vnitini epitel trubice pokry-
va peritrofickd membrana, kterd je obdo-
bou chitinové peritrofické matrice hmyzu
s proteoglykanovou siti. BEhem sani a na-
plnéni stfeva se pivodné bazalni burnky
stfevniho epitelu méni na travici buiky,
které nejprve zmnozi sviij proteosynteticky
aparat (zajistujici pfeklad sekvenci media-
torové neboli messenger, mRNA do amino-
kyselin proteini), poté sekretuji slozky
peritrofické matrice na svij povrch a zaci-
naji travit hemoglobin. Béhem ptipravy na
rychlé sani (viz dale) pak buriky naplnéné
hemem — kondenzovanou neproteinovou
slozkou krevniho barviva — opoustéji vrstvu
epitelu a migruji do sttevniho lumen. Ten-
to jev neni patrny u plné naséatych samic,
kde dochézi k traveni ve vSech stievnich
burikach.

Traveni hostitelského hemoglobinu
Molekularni ,,osud“ hemoglobinu ve stiev-
ni tkani samic klistéte obecného lze popsat
chronologickym sledem nékolika navazuji-
cich fyziologickych udélosti (obr. 7). V prv-
ni fazi je nasaté krev uskladnéna uvnit¥
stfeva, rozpousti se povrch ¢ervenych krvi-
nek (erytrocytt) a uvoliiuje se jejich obsah
(hemolyza). Nasleduje vytvareni velkych
krystaltt hemoglobinu v lumen stfeva — to
je zfejmé zpusobeno postupnou dehydra-
taci a zahustovanim obsahu stfeva. Tekuty
stfevni obsah tvofeny pfedevsim albumi-
nem a rozpu$ténym hemoglobinem poté
pfijimaji (endocytéza) a zpracovévaji buni-
ky sttevniho epitelu. Molekuly hemu, uvol-
néné z trdveného hemoglobinu, kondenzu-
ji ve specializovanych organelach stievnich
travicich bunék (hemozomech).

Kdyz se na jednotlivé etapy podivame
podrobnéji, zjistime, Ze hemolyza v lumen
stteva klistéte neni pouha osmotickd nebo
mechanicka destrukce ¢ervenych krvinek,
ale Ze jde zfejmé o komplexni enzymaticky
proces vedouci k odstranéni povrchovych
membran a uvolnéni bunééného obsahu.
Ovsem pfesny molekuldrni mechanismus
hemolyzy doposud neni popsén (Miyoshi
a kol. 2004).

Po uvolnéni z krvinek m4 hemoglobin
nékterych obratlovetd tendenci tvofit po-
mérné velké proteinové krystaly v lumen
stfeva. Fyziologicky dtivod tohoto fascinu-
jictho jevu zlistdva nejasny, ale mezi zva-
zované moznosti patif dlouhodobéa kon-
zervace hemoglobinu jako potravy — napf.
pfi zminovaném az nékolikaletém ceka-
n{ samic nékterych druht klistakt rodu
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Ornithodoros na oplodnéni — nebo fyzio-
logicka ochrana proti potencidlnimu nebez-
peci (viz dale v textu) prebytku uvolnéné-
ho hemu.

Role polysacharidové peritrofické ma-
trice (PM) na povrchu bunék stfevniho
epitelu nenf zcela jasna. Spekuluje se o jeji
funkci pii pfenosu zdvaznych patogend,
které se dostavaji do prostoru mezi stfev-
nimi burikami a PM, ¢imZ unikaji pred
aktivnimi imunitnimi molekulami z hos-
titelské krve, jez PM neprojdou. Hetero-
fagie — pfijem tekutého obsahu stfeva
stfevnimi butikami klistéte — se sklada
nejméné ze dvou paralelnich endocytic-
kych mechanismi, coZ elegantné proka-
zali brazilsti kolegové tim, Ze sledovali
vnitrobuné¢né osudy fluorescenéné zna-
¢eného hemoglobinu a albuminu v pri-
marnich liniich stfevnich bunék klistéte
R. microplus (Lara a kol. 2005). Albumin
je pravdépodobné rozpoznén a transpor-
tovan do bunék nespecificky pomoci endo-
cytozy tekuté faze v populaci malych kyse-
Iych vackt. Hemoglobin se v8ak zda byt
rozpoznan specificky pomoci receptorti na
bunééném povrchu a je poté rozdélovan
do velkych endozomélnich vacki —k jeho
vnitrobunéénému transportu a degradaci
tedy dochazi oddélené. Tento zptisob endo-
cytézy hemoglobinu se zfejmé vyvinul jako
detoxikacni mechanismus. Hemoglobin je
totiZ jisté cennym zdrojem aminokyselin
pro tvorbu sntsky, i kdyz zfejmé nikoli
nezbytnym, jak ukazuji nékterd diivejsi
pozorovani i nase posledni vyzkumy. Pfed-
stavuje v8ak zdroj cenného, ale ve vétsi kon-
centraci potencidlné velmi nebezpe¢ného
hemu, ktery se uvolriuje pfi enzymatickém
§tépeni hemoglobinu a travici buriky se
s nim museji fyziologicky vypofadat.

Rozpoznani a endocytéza hemoglobinu
klistécimi stfevnimi butikami je zaloZena
na molekuldrnich mechanismech zahrnu-
jicich dosud neidentifikovany receptor na
bunétném povrchu a tzv. klatrinové vac-
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ky (clathrin coated pits), popisované jiz
v 80. letech 20. stol. v pracich tykajicich se
stfev klistat. Po degradaci hemoglobinu
v endo/lyzozomalnim aparatu travicich
bunék klistéte se vétsina uvolnéného hemu
soustfedi a ndsledné kondenzuje uvnitf
specializovanych membranovych organel
pojmenovanych hemozomy (Lara a kol.
2003). Jejich vyvoj probiha soucasné s od-
pojovanim travicich bunék ze stfevniho
epitelu béhem pomalého obdobi krmeni
(1.-7. den sén{, 30 % z celkového objemu
nasaté krve; obr. 2), a u klistak jsou par-
tikule kondenzovaného hemu vylucovany
zpét do lumen stfeva. Po odpadnuti z hosti-
tele jsou v plné& nasétych klistécich samic-
kach hemozomy p¥itomny téméf ve viech
buiikach stfevniho epitelu, coz doklada
rychlé zpracovavani hemoglobinu béhem
tvorby vajic¢ek u plné nasatych samic.

Komplex travicich enzymu

ve stieve klistéte

Dulezitym tématem, kterému se vénujeme
v nasi laboratoti, je vlastni proteolytické
zpracovani proteind z krve uvniti stiev-
nich bunék klistat a ndsledné vyuzit{ ziska-
nych aminokyselin k tvorbé Zzloutkovych
rezerv (vitelogeninti) pro vyvoj velkého
mnozstvi vaji¢ek v rdmci jedné sntsky. Na
rozdil od nékterych zastupcu z fad krev-
sajictho hmyzu existovaly o proteolytic-
kych enzymech (neboli peptidazach, pro-
tedzach) ve stievé klistat doneddvna jen
velmi kusé informace. Pfitom jejich tiloha —
hydrolytické stépeni proteind z hostitel-
ské krve, zastoupenych piedevsim hemo-
globinem a albuminem, za tc¢elem ziskani
dostatku aminokyselin pro tvorbu vitelo-
geninu —je zédkladnim p¥edpokladem pro
rychlé mezigeneracni rozmnozen{ klistat.
Teprve v poloviné 90. let se ukédzalo, ze
tento proces, ktery probihé u klistat uvnitt
stievnich bunék, predstavuje vysledek kom-
binace aktivit cysteinovych (reakce pomoci
cysteinu v aktivhim mist&) a aspartatovych
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¥

volné aminokyseliny a HEM
esencialni slozky pro metabolismus a rozmnozovani klistat

7 Modelové schéma p¥ijmu a traveni
hemoglobinu z hostitelské krve

u samic klistéte obecného.

Degradaci v travicim vacku (vpravo)
zahajuje ¢innost endopeptidaz

typu katepsin D (IrCD) podporovanych
katepsinem L (IrCL) a legumainem
(asparaginylovou endopeptidazou/IrAE),
odpovédnym za primérn{ udalosti

v §tépeni hemoglobinu.

Aktivita katepsinu B (IrCB) se podili

na produkci mensich, sekundérnich
fragmentt. Mnozina peptidovych
fragmentt uvolnénych témito
endopeptiddzami je degradovana
pusobenim exopeptidaz prostfednictvim
dipeptidédzové ¢innosti IrCB

a katepsinu C (IrCC). Monopeptidazy,
vcetné serinové karboxypeptidazy (SCP)
a leucinyl-aminopeptidazy (LAP),

se zFejmé podileji na tvorbé volnych
aminokyselin z dipeptidd, které
nasledné slouzi k tvorbé vajecnych
proteint a rozmnozovani klistat.

Orig. D. Sojka

(reakce pomoci aspartové kyseliny v aktiv-
nim misté) protedz. Tyto enzymy pracuji
v jakémsi komplexu nebo kaskadé, vyvinu-
ly se u ranych mnohobuné&énych organis-
mu a zustaly rozsifené aZ po obratlovce, kde
funguji napf. v makrofazich a v buiikach
placenty jako tzv. lyzozomalni peptidazy.
U paraziti (napf. malarickd plazmodia,
motolice rodd Schistosoma a Fasciola,
hlistice rodt Ascaris a Hemonchus) jsou
tyto enzymy evolu¢né pfizptisobeny a po-
uzivany pro trdveni krevnich proteint
jako cenného zdroje aminokyselin (Sojka
a kol. 2013).

Pfed 10 lety se nase skupina v uzké spo-
lupréci s laboratof{ Michaela Marese (Ustav
organické chemie a biochemie AV CR,
v. v. i., Praha) a prof. Jamese H. McKerro-
wa (v té dobé Kalifornska univerzita, San
Francisco) jako prvni rozhodla definovat
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komplex vech proteolytickych enzymu
ve stievni tkani klistéte, které odpovidaji
za trdveni hemoglobinu. Vzhledem k teh-
dej$im pouze kusym a nahodilym infor-
macim jsme se zaméfili na definované
stadium jednoho druhu — tzv. polonasaté
samice klistéte obecného (6. den sani, pred
fazi rychlého sani). Biochemické a mole-
kuldrnégenetické analyzy nam pomohly
definovat iplny soubor proteolytickych
enzymu — komplex cysteinovych a asparto-
vych peptidaz, které se Gcdastni zpracovani
hemoglobinu uvnitf endo/lyzozomalniho
systému stfevnich bunék.

Préce zahrnovala kombinace specific-
kych inhibitort a substrati pouZitych pro
detekci jednotlivych typt (klant) proteo-
lytickych enzymi (aka protedz, peptidaz)
z extraktt stievni tkané klistéte, které jsou
zodpovédné za degradaci hemoglobinu.
Pomoci hmotnostni spektrometrie pak byla
pro jednotlivé klany uréena mista proteo-
lytického $tépeni v molekule (hovéziho)
hemoglobinu a byla sestavena proteolytic-
ka mapa jeho stépeni (Horn a kol. 2009).
Sestaveni této mapy v nékolika ¢asovych
intervalech ndm umoznilo vypracovat mo-
delové schéma hemoglobinolyzy uvnitf
travicich bunék klistéte obecného (obr. 7 —
detaily modelu trdveni hemoglobinu viz
popisek). Tento model soucasné podporuji
publikace popisujici biochemické aktivity
a jednotlivé geny z jinych druht klistat,
jako jsou R. microplus a asijsky druh Hae-
maphysalis longicornis, a také klistaka
Ornithodoros moubata.

Analyzy dostupnych dat z klistécich
transkriptomt (mnozin sekvenci v§ech
mRNA v izolovanych tkanich nebo v ce-
1ém téle) a dat z dosud nedokonéeného
genomu (chromozomélni DNA sekvence)
severoamerického klistéte Ixodes scapu-
laris jasné ukazuji, Ze u klistat doslo ke
zmnoZeni ptivodnich (ancestralnich) pepti-
dazovych gent genovou duplikaci. Nasled-
nym oddélenym vyvojem duplikati vznik-
lo hned nékolik izoforem (téz paralogti)
kazdého enzymu, které maji napt. jinou
transkrip¢ni regulaci, tedy k jejich proteo-
syntéze dochazi v riznych tkénich a case
béhem vyvoje, coz dokladda jejich speci-
fickou funkci. Z tohoto divodu je velmi
uzite¢né sledovani transkripce — hladiny
mRNA jednotlivych protedzovych gent
pomoci kvantitativni PCR (qPCR) v prubé-
hu oogeneze klistéte a u dospélych samic,
kde 1ze oddélit jednotlivé organy, i v tka-
nich. Pro studium traveni jsou pak dale
vybrény jen izoformy produkované ve
stfevni tkdni, jejichz exprese se zvysuje
v reakci na sani klistéte na hostiteli. Funk-
¢né poté mizeme ovéfit skute¢nou roli
kazdého izoenzymu in vivo pomoci speci-
fické RNA interference. Do t&lni dutiny
klistéte se vpichne fragment dvouvlakno-
vé RNA (dsRNA, double stranded RNA)
odpovidajici specifické ¢asti mRNA kéduji-
ci danou peptidazovou izoformu. Klistata
jsou nésledné krmena na hostiteli a v pra-
béhu sani dojde specificky k utlumeni
exprese daného genu a absenci enzymu
(RNAIi knock-down). Posléze se sleduji
zmeény v proteolytickych aktivitach a ultra-
struktute stfevni tkané, i celkové fenoty-
pové zmény, jako je pfezivani, hmotnost
klistéte, velikost sntigky a lihnuti larev.
Ziskané vysledky pfi vyhodnoceni poku-
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st porovnavame s kontrolnimi kligtaty,
do nichz byl injikovan dsRNA fragment
kédujici gen, ktery se urc¢ité v genomu
klistéte nevyskytuje (napt. zeleny fluores-
cencni protein — GFP). Celkové jsou tyto
pokusy velice naro¢né, protoZze je vhodné
pouzivat klistata z volné pfirody (omeze-
né sezonou), ve velkych mnozstvich (fa-
doveé stovky), a pokusy musime provadét
nejméné ve tfech nezavislych opakovanich,
aby ziskan4 data byla statisticky prikazna.
U klistéte obecného se takto podatilo odha-
lit izoformu aspartové peptidazy katepsi-
nu D (IrCD1, Sojka a kol. 2012) a cysteinové
peptidazy katepsinu L (IrCL1, Franta a kol.
2011), které maji dominantni dlohu pfi
prvotnim traveni hemoglobinu v polonasa-
tych samicich klistéte obecného.

Neméné podstatnou soucasti zjistovani
biologické funkce jednotlivych peptida-
zovych izoenzymt je také jejich in vitro
biochemicka charakterizace a pouziti proti-
latek proti témto enzymtm pro jejich sle-
dovani v extraktech ¢i preparatech z bunék
a tkan{ klistéte pomoci imunoznaceni (Wes-
tern blot) a metod fluorescend¢ni a elektro-
nové imunomikroskopie. Protoze chromato-
grafické obohaceni a ¢isténi studovanych
protedz pfimo z klistéci stfevni tkéné je
vzhledem k mnozstvi a povaze materidlu
(velky objem hostitelské krve) témér ne-
mozné, piipravujeme tyto enzymy v rychle
rostoucich komer¢nich kulturach prokaryo-
tickych (bakteridlnich) a eukaryotickych
(kvasinky, hmyz{ aj. bunécné kultury) bu-
nék. Pomoci rekombinace se do téchto
bunék vpravi geneticka informace — frag-
ment klistéci DNA kddujici dany enzym,
a buiilky jsou pak za kratky ¢as schopny
vytvorit tyto klistéci enzymy ve velkém
mnozstvi (tzv. rekombinantni proteiny).

Tak byly pfipraveny prekurzory (proen-
zymy, zymogeny) tff enzymd, IrCD1, IrCL1
a IrAE1, které se tcastni primarniho sté-
peni hemoglobinu ve stfevnich buiikach
klistéte obecného (obr. 7), a po chromato-
grafickém precisténi probéhla jejich bio-
chemicka charakterizace — zdvislost na
pH, zptisob aktivace, preferovana protei-
nova sekvence v misté stépeni (substréto-
va specifita) a dalsi biochemické hodnoty.
Vsechny tfi enzymy jsou aktivovany auto-
katalytickym odstépenim N-koncové ¢asti
v kyselém pH, kde také lezi optima jejich
aktivity. Toto prostfedi odpovidé okysele-
nému endolyzozomalnimu vacku po sply-
nuti s primarnimi lyzozomy, v nichz jsou
acidifikaci aktivovany prekurzory pepti-
déaz béhem transportu z Golgiho aparatu.
Zména pH (acidifikace) lyzozomu tudiz
hraje v procesu traveni hemoglobinu prav-
dépodobné zasadni regula¢ni roli a pfed-
stavuje zfejmé Achillovu patu celého sys-
tému, kterd miiZe mit dalsi uplatnéni pii
boji s klistaty. Podstatnou informaci je téz
substratové preference téchto rekombi-
nantnich enzymu — sled aminokyselin
v substratu v misté jeho hydrolytického
$tépeni. Zjistuje se pomoci specidlnich
kombinatoridlnich knihoven peptidovych
substratd a také pomoci sestavenych he-
moglobinolytickych map (bliZe viz Sojka
a kol. 2013). Imunomikroskopie, at uz za
pouziti konfokélniho, nebo transmisniho
elektronového mikroskopu, odhalila p¥i-
tomnost peptiddz v endolyzozomalnich
vaccich stfevnich bunék.
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Rekombinantni klistéci travici enzymy
(zkracené rekombinanty) maji také po-
tencidl jako protiklistéci vakciny. P¥edpo-
klddame, Ze pfi sdni na imunizovaném
hostiteli (laboratorni zvife s vytvofenou
protilatkovou odpovédi proti rekombinan-
tim) se hostitelské specifické protilatky
navazou na travici enzym v klistéti a inhi-
buji jeho aktivitu. V nasich pokusech pro-
to nechavame klistata st na laboratornich
kralicich imunizovanych klistécimi rekom-
binantnimi protedzami, pozorujeme feno-
typové zmény a porovnavame je s vysledky
RNA interference (viz vySe v textu). Expe-
rimenty s laboratornimi kréaliky a jejich
vysledky se dale stavaji zékladem rozvoje
aplikovaného vyzkumu ve spolupraci s do-
macimi, ale pfedevsim zahrani¢nimi part-
nerskymi institucemi a veterinarné-farma-
ceutickymi firmami.

Co vime a na co se jesté budeme ptat?
Klistata vyuzivaji hostitelskou krev jako
jediny zdroj zivin a energie, pfiGemz exis-
tuji vyznamné rozdily mezi strategiemi
séni u klistat a klistakt. Pouzitim defino-
vaného stadia jednoho druhu (polonasaté
samice klistéte obecného) se podafilo ob-
jasnit, jakym zptsobem klistata zpracova-
vaji hemoglobin uvnitf svych travicich
bunék. Déje se tak pomoci relativné kom-
plikované kaskady enzymi cysteinovych
a aspartovych proteaz, tedy odlisné od krev-
sajiciho hmyzu a naopak obdobné jako
u krevsajicich helmint nebo jednobunéc-
ného ptvodce malarie Plasmodium falci-
parum. Na mnoho otazek zatim neexistuje
jednoznac¢né odpovéd, a jsou proto pied-
métem dalsiho vyzkumu. Zbyva napt. ob-
jasnit, jestli existuje rozdil v molekul4rnich
mechanismech zpracovani krevnich slozek
u klistat a klistakt, zda model popsany
u polonasatych samic klistéte obecného
je univerzalné platny i pro ostatni krevsa-
jici vyvojové stadia (larvy, nymfy, dospél-
ce), a zejména, jakou roli hraji jednotlivé
geny a jimi k6dované izoenzymy. Lze sa-
moziejmé pokladat i dalsi otazky, napft.
zda se lii vnitrobun&¢ny mechanismus
traveni dvou hlavnich proteintd hostitel-
ské krve — hemoglobinu a sérového albu-
minu, jak (na molekuldrni drovni) probiha
zpracovani uvolnénych hemovych skupin
z traveného hemoglobinu a jakym zptiso-
bem kli5t& jako auxotrofni organismus (ne-
schopny vlastni syntézy hemu) zacleniuje
tento kriticky enzymovy kofaktor do vlast-
niho metabolismu. Pro aplikovany vyzkum
je zasadni studium travicich enzymi klis-
téte obecného jako cilovych molekul pro
boj s klistaty a jimi pFendSenymi patogeny,
jak se to v minulosti osvéd¢ilo u malarie
nebo krevsajicich helminta.
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