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Annotation:

Ticks belong to the ectoparasites which are dangerous for the human beings and another
species of vertebrates as well, especially, because of the transmission of bacterial, viral, and
protozoan pathogens. Currently the only tick vaccine has been commercially available. The
incidence of these dangerous pathogenic organisms transmitted by ticks might be reduced by
the discovery of another efficacious vaccines.

The main part of the thesis is focused on the tick vaccine research and its progress. The
descriptions of the vector (tick) and transmitted pathogenes are included. Also the tick
salivary molecules and their functions are described - it relates to the research of the exposed
antigens (salivary antigens) vaccines. Research opportunities like concealed antigens, trans-
block and dual action vaccines are also mentioned.

In conclusion, all the strategies, the efficiency and acceptability concerning the production

and availability of the tick vaccine are evaluated.
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1. UVOD A CIL PRACE

Klistata patfi k nebezpeCnym ektoparazitim jak pro cloveka, tak pro dalsi druhy
obratlovci. Jejich nebezpeci spoc¢iva hlavné v pfenosu mnoha patogenti- od bakterii pies viry
(ptedevsim flaviviry) po parazitické Cervy a prvoky. Hostitelé dokdzou vyvinout urcitou
imunitni reakci proti klistéti, ale ¢asto nedokdzi zabréanit projeviim infekce. Tito ektoparaziti
dokazi UspéSn€ uniknout imunitnim mechanismim. Pfedev§im ve slindch klistéte jsou
obsazeny latky zabranujici srazeni krve, potlacujici imunitu a vytvafejici vhodné podminky
pro pfeziti a mnozeni parazita. Proto jsou strategie pro vyvoj vakcin proti klistatim a jimi
pienaSenym patogeniim v soucasné dobé stale vice dilezité.

V soucasnosti existuje jedina komercné dostupna vakcina proti klistatiim a to u skotu
proti klistéti Bophilus microplus, vyuzivajici k imunizaci skryté antigeny ze stievni stény
klistéte. Jeji vyvoj, uspesné dokonceni a uvedeni do prodeje pro veterinarni tcely trval 12 let.
Problémem je mozny vyvoj rezistence klistat k této vakcin€. SouCasny vyzkum a vyvoj
dalSich vakcin je zaméfen na zkoumani exponovanych antigent (v kliStécich slinach),
s kterymi piijde hostitel bézn¢ do styku a skrytych antigenti (v kliStécim stieve). Existuje
snaha o vytvofeni dudlni vakciny, kterd by obsahovala antigen pfitomny jak ve slindch

klistéte, tak v klistécim stfeveé nebo jinde v téle.

Cil prace:

Cilem mé préce je popsat vyzkum a vyvoj v oblasti vakcin proti klistatim. To zahrnuje
popis vektora (kliStéte) a prendSenych patogent. Diulezity je také popis klistécich slin a jejich
funkci, s ¢imzZ souvisi vyvoj vakciny zaloZené na exponovanych antigenech (antigenech slin).
Dalsi moZnosti jsou vakciny zaloZené na ,,skrytych® antigenech, vakciny blokujici pfenos

patogenti (trans- block vakciny) a dual action vakciny.



2. KLISTE

2.1 Klistata

Klistata jsou obligatni krevsajici
ektoparaziti patiici do kmene ¢lenovct
(Arthropoda) a ttidy pavoukovcl
(Arachnida). Vyskytuji se po celém
svéte od arktickych oblasti po tropické.
Zahrnuji 899 druht, které parazituji na
suchozemskych obratlovcich (de la
Fuente, Kocan, 2006). Rozdélujeme je

do dvou celedi. Prvni celedi jsou

Agrasidae, do které patii ,,mekka“
klistata zijici prevazné v teplejSich
oblastech u kterych sani probiha rychle ~ Obr. 1 KIiSt€ Ixodes ricinus

(hodiny). Druhou ¢eledi jsou Ixodidae.

Do celedi patii ,tvrda“ klistata, kterd ziji v chladnéjSich oblastech a saji pomalu (dny)
(Couvreur et al., 2007). Klistata pfenaseji fadu vyznamnych lidskych a zvifecich patogend,
které zplsobuji choroby jako je klistova encefalitida, Lymska choroba, babesidoza a
thelerioza. Navic samotna infestace klistaty snizuje ekonomickou produkci hospodatskych
zvirat (Nuttal et al., 20006).

Klist¢ obecné (Ixodes ricinus) (Obr. 1) je u nas nejhojnéj$im a nejvyznamnéjSim
zastupcem, fadime ho do fadu Ixodida, ¢eledi Ixodidae a podceledi Ixodinae. Vyskytuje se
v celé Evropé a mizeme ho najit také v nékterych oblastech Afriky. Klistata Ziji na vlh¢ich
loukach a pastvinach nebo v kfovinach, vétsinou do 800 m.n.m. a jejich vyskyt je vazan na
pritomnost vhodnych, predevsim savéich, hostiteli. Klisté obecné pienasi dva vyznamné
patogeny. Jsou to Borrelia burgdorferi sensu lato zpusobujici Lymskou nemoc a virus
klistové encefalitidy (TBE virus) zptsobujici zdnét mozkovych blan.

Mezi dalsi vyznamné druhy klistat patii naptiklad Boophilus microplus parazitujici
hlavné na hovézim dobytku. Déle pak Ixodes scapularis, Haemaphysalis longicornis,

Haemaphysalis concinna, Dermacentor reticulatus. U nas, pfedev$im na jizni Moravée, ziji

pijak luzni (Dermacentor reticulans) a klist lnzni (Heamophysalis concinna).



2.2 Zivotni cyklus Kli$tat

Klistata se vyskytujyi ve ctyfech vyvojovych stadiich. Jako prvni stadium muiZeme
oznacit vajicko. Dalsi stadia jsou Sestinoha larva, osminohd nymfa a dospélé kliste. Kazda
preména v dalsi vyvojové stadium predpoklada pifedchozi sani na hostiteli, pfiCemz mizeme
klistata rozliSit na jednohostitelska (pt. B. microplus), dvouhostitelska a trojhostitelska. Klisté
obecné (Ixodes ricinus) patfi mezi kliStata trojhostitelskd, to znamena, ze kazdé vyvojové
stadium saje na jiném hostiteli a rizné dlouhou dobu. Vétsinou kazdé stadium potiebuje ke
svému vyvoji piiblizn€ jeden rok. Larvy saji na plazech, ptacich ¢i drobnych hlodavcich 2-4
dny, velikost téla zvetsi az 20krat, nasledné odpadne, svléka se a méni se v nymfu. Nymfa
saje na stfedn¢ velkych hlodavcich 3-5 dni, zvétsi se az 40krat, odpadne a opét se svléka a
preménuje v dospélého jedince, ktery vyhleda ttetiho hostitele. Dospélé samice saji pouze na
velkych savcich veetné Clovéka 5-14 dni a v prabéhu sani zvétsi az 200krat svlij objem. Pro
dospéla klist’ata je na hibetni stran¢ typicky tvrdy Stitek (scutum), ktery u samcii kryje témet
celé télo, u samicek v nenasaté stavu zasahuje pouze do poloviny ¢i tfetiny jejich elastického
idiosomatu a diky tomuto uspofaddni mize samicka pfti sani tolik zvétSit svlij objem a ziskat
tim dostatek potravy pro tvorbu vajicek (Volf, Hordk a kol., 2007). Pafeni probihd na
hostiteli, coz je nejpravdépodobnéjsi misto setkani obou pohlavi, ale 1 mimo n¢j. Po opusténi

hostitele samice naklade az 5000 vajicek a ndsledn€ umira.

2.3 Interakce klisté- hostitel

Pritomnost hostitele zjistuji kliStata Hallerovym orgdnem na tarzalnich c¢lancich
predniho paru nohou. Nejvhodngj§i misto k pfisati na hostitele vyhledavaji pomoci
senzorickych organd na palpach. Ustni Gstroji stzv. hypostomem je vybaveno
koncentrickymi fadami zahnutych zoubki, které udrzuji klisté ukotvené v tkéani hostitele. U
nekterych klistat toto spojeni jesté posiluje vyluCovand bilkovinnd hmota zvana cement
(Volf, Horék a kol., 2007). U téchto klistat je prvni typ cementu vylu¢ovan je né¢kolik minut
po ukotveni klistéte v hostiteli. Rychle tvrdne a tvoii pevny stied. Druhy typ cementu je
sekretovan piiblizné za 24 hodin po upevnéni a jeho vyluovani trva tti az ¢tyfi dny (Bishop
et al., 2002). U ,tvrdych* klist’at jsou charakterizovany tii faze sani: ptipravnd faze- trva 24-
36 hodin, klisté se ukotvuje v hostiteli; pomala saci faze- klisté zac¢ina nasavat a travit krevni
potravu; rychla saci faze- pfichazi 12-36 hodin pted Gplnym naplnénim, kdy klisté ptijima

velké mnozstvi krve a rychle roste (Tsuda et al., 2001).



Misto ptisati klistéte v kazi je rozhranim klisté — hostitel — patogen a je vyrazné
upravovano farmakologicky aktivnimi latkami ze slin klistéte (Nuttal, Labuda, 2004). Toto

misto se stdva vyhodnym pro pieZiti a mnoZeni parazita.

2.3.1 Imunitni odpovéd’ hostitele

Odpovéd’ na sani kliStéte na imunitnim hostiteli charakterizujeme jako kozni bazofilni
hypersenzitivni reakci, kterd zabranuje sadni a zamezuje svlékani. Klist¢ uhyne vyhladovénim
a vyschnutim. Primarni odpovéd’ naivniho hostitele je z&nétlivd reakce, kterd vSak neni
dostate¢né rychla, aby postihla sajici klisté a zabranila dokonceni sani.

Antigeny obsazené v kliStécich slindch a v cementu jsou ptitomné v kazi né€kolik dni
a jsou rozpoznavany Langerhansovymi buitkami, coz jsou dendritick¢ bunky pfitomné
v pokoZzce. Nasledné migruji do drénujicich lymfatickych uzlin, kde tyto antigeny prezentuji
T-lymfocytim. Cytokiny produkované Thl subpopulaci T-lymfocyta, IL-2 a INF-y, spousté&;ji
zanétlivou a protilatkovou odpovéd’ (Singh, Girschick, 2003). Pfevladajicim bunéény typem,
ktery infiltruje misto kousnuti klistéte, jsou bazofily (Askenase, 1977). Nejvyznamgjsi
adaptivni imunitni reakce proti klistatim je kozni bazofilni hypersenzitivita, forma DTH
reakce (Brown & Askenase, 1983). Objevuje se také odpovéd’ homocytotropnich protilatek.
Vytvarené protilatky, hlavné IgE, jsou schopné vazat se na Fc receptor na bazofilech a
zirnych bunkach. Po interakci s antigeny slin spusti jejich degranulaci a uvolnéni nékolika
biologicky aktivnich latek (Matsuda et al., 1990). Zvlastni vyznam maji hlavné histamin a
serotonin (Matsuda et al., 1985). Histamin zplsobuje roztazeni cév a je hlavnim mediatorem
zanétu. Dojde k otoku a zarudnuti v misté sani klistéte. Histamin také omezuje sani a
potlacuje slinéni kliStéte. ZvySuje hladinu cytokinu TNFa, ktery potlacuje infekci Borrelia
burgdorferi, a aktivuje NK buiiky. Degranulace mitize byt také spuSténa navazanim
anafylatoxint, které vznikaji pfi1 aktivaci komplementu alternativni cestou (Nuttal & Labuda,
2004).

Klistata musi témto hostitelskym mechanismiim celit. Vyvinula proto mnoho opatteni,

které inaktivuji molekuly hostitele a brzdi rozvoji obrannych reakei.



3. SLINY KLISTETE

3.1 Vliv Klistécich slin na obranné mechanismy hostitele

Krevsajici ektoparazité, véetné klistat, vyvinuli mechanismy ovliviiujici vyvoj obranné
imunitni a zanétlivé odpovédi hostitele, srazeni krve a vasokonstrikci. To vSe umoziuji
farmakologicky aktivni latky obsazené ve slinach klistéte, které jsou uvoliiovany béhem sani
(Mans et al., 2008).

Klistéci sliny obsahuji fadu bioaktivnich proteinovych a lipidovych molekul, které maji
rizné farmakologické UCinky na obranné mechanismy hostitele. Dtlezité jsou inhibitory
koagulace, které zabraiuji srazeni krve, aby klist¢ mohlo bez problému sat potravu, kterou
potiebuje ke svému vyvinu, k produkci vajicek a pro preziti (Singh, Girschick, 2003). Sekret
ze slinnych Zlaz obsahuje také fadu imunosupresivnich latek, které potlacuji odpoveéd

imunitniho systému hostitele plisobenim na rtzné slozky imunity.

3.2 Koagulace

Kazdy hostitel se piirozené brani ztratdm krve. Touto obranou je zGzeni cév neboli
vasokonstrikce, adheze a agregace trombocyti vytvarejicich zatky v poSkozeném misté
a koagulacni kaskada. Zatky vytvofené z krevnich desticek v misté poskozeni cévni stény
poskytuji plochu pro nasledujici koagula¢ni procesy. Koagula¢ni kaskada je aktivovana vnéjsi
a vnitini cestou, zahrnuje 12 koagulacnich faktorti, které jsou postupné aktivovany béhem
koagulace. Ob¢ cesty sméfuji k aktivaci faktoru X a preméné¢ protrombinu na trombin.
Aktivovany trombin rozstipe plazmaticky protein fibrinogen, ¢imz vznikaji fragmenty, které
se shlukuji a vytvareji fibrinové srazeniny (Singh, Girschick, 2003). Koagulaci koordinuji
proteolytické enzymy, jejichz funkce je regulovana serpiny (inhibitory serinovych proteinaz).
Funkce serpinil je koordinovana serinovymi proteinazami (Mulenga et al., 2001). Klisté se
snazi témto reakcim zabranit. Je toho schopno diky molekulam pfitomnym ve slinach béhem
sani. Tyto latky inhibuji n¢které koagula¢ni faktory, rozsituji cévy a celkové brani spravnému

prubehu koagulace (Titus et al., 2006).

3.2.1 Antikoagulacni funkce slin
Ve slinach klistéte kromé biochemickych faktort inhibujicich koagulaci nachdzime také

latky potlacujici agregaci krevnich destiek a stimulatory fibrinolyzy. Mnoho antikoagulantt



se zamé&fuje na koagulacni faktor Xa a trombin. Inhibitory obou téchto faktori byly objeveny
napt. u klistéte Ornithodoros savygnyi. V1iv na trombin byl prokézéan tim, ze extrakt slinnych
zlaz (SGE) tohoto kliStéte prodluzoval aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as (APTT)
a protrombinovy ¢as (PT) (Gaspar et al., 1995). Z klistéte Amblyomma americanum byl
izolovan inhibitor trombinu, ktery vSak neinhibuje zadné dalSi protedzy vcetné faktoru Xa
(Zhu et al, 1997). Podobné inhibitory trombinu byly prokazany také u nymf kliStéte
Hyalomma dromedarii, které parazituji pfevazné na velbloudech (Ibrahim et al., 2001).
Dal§imi antikoagula¢nimi latkami vyuZivanymi klistaty jsou serpiny, analyzovany byly

naptiklad u klistéte Ixodes scapularis (Mulenga et al., 2009).

3.2.2 Vazodilatacni latky slin

Klistata potiebuji staly ptivod krve cévami do mista sani, aby se mohlo Gspesné zivit na
hostiteli. V jejich slindch jsou proto obsazeny prostaglandiny (PG), které brani staZzeni cévni
stény a naopak cévy roztahuji, uvoliuji hladké svalstvo a zvySuji pfitok krve cévami.
Prostaglandin E, (PGE;) je také inhibitorem agregace krevnich desti¢ek (Singh, Girschick,
2003) a také inhibuje dozravani dendritickych bunék (Guo, Booth et al., 2009).

3.3 Suprese imunitniho systému hostitele

Bylo prokazano, Ze slozky slinného sekretu klistéte ovliviiuji jednotlivé funkce
imunitniho systému hostitele. Zabranuji aktivaci komplementu alternativni cestou (Ribeiro,
1987), potlacuji fagocytézu patogenli a produkci zanétlivych cytokini makrofagy
(Ramachandra & Wikel, 1992). Dale potlacuji aktivitu NK bunék (Kubes et al., 2002) a
proliferaci T lymfocytii (Urioste et al, 1994) i B lymfocyth (Hannier et al., 2003). Maji
histamin vazajici (Paesen et al., 1999) a imunoglobulin vazajici vlastnosti (Wang & Nuttall,
1999). Histamin vazajici proteiny se nazyvaji histacaliny, vazi se pfimo na histamin a brani
vzniku histaminem zprostiedkované zanétlivé reakci (Nuttal & Labuda, 2004). Slinny sekret
ma také potlacujici €inek na Thl a stimulujici G¢inek na Th2 imunitni odpovéd’ (Kovaf a
spol., 2001). Tyto rozmanité mechanismy obchdzeni zanétlivé a imunitni odpovédi byly
nejspi§ vyvinuty proto, aby mohla byt kliStata pfitomna na hostiteli po dostatecné dlouhou

dobu, kterou potitebuji k sani (3-10 dni).



3.3.1 T bunécné inhibitory

Existuje n€kolik prokdzanych T bunécnych inhibitora: p36, Iris, Salpl5 (Titus et al.,
2005). Protein Salpl5 ziskany ze slinnych zlaz kliStéte Ixodes ricinus byl prvnim
identifikovanym antigenem zodpovédnym za zamezeni aktivace a funkce CD4" T bungk, je
také zodpovédny za pfimé omezeni produkce IL-2 béhem imunitni odpovédi (Juncadella et
al., 2007; Paveglio et al., 2007). Salpl5 se vaze vyhradné¢ na CD4 koreceptor savCich T
bunék, po tomto navazani inhibuje funkci T bunck potlatenim T funkce bunétného receptoru
(TCR) (Garg, Juncadella et al., 2006). Bylo také prokazano, ze Salpl5 zabranuje produkci
zanétlivych cytokinti lidskymi dendritickymi buikami navdzanim na lektinovy receptor DC-
SIGN a tim ovliviiuje adaptivni imunitu ¢lovéka (Hovius et al., 2008).

Dal$im moznym inhibitorem T bunééné aktivity je rozpustny IL-2 vazajici protein,
jehoz ptitomnost byla prokazana ve slindch Ixodes scapularis. Tato schopnost je jednoduchy
mechanismus suprese proliferace a aktivity T bunék, které jsou zavislé na stimulaci IL-2

(Gillespie et al., 2001).

3.3.2 B bunécné inhibitory

U mysi byl objeven B bunéény inhibitorovy protein (BIP), ktery je pfitomny ve slindch
klistéte a potlacuje proliferaci B bunék po jejich stimulaci lipopolysacharidem (LPS)- slozkou
bunééné stény gramnegativnich bakterii (pt. Borrelia) (Hovius et al., 2008). Zabramnuje
produkci IL-10 a TNF-a (Hannier et al., 2004). Vyhodou pro klisté je, Ze dojde k omezeni
produkce specifickych protiklistécich protilatek.

3.3.3 Inhibitory komplementu

Jednou z hlavnich linii obrany proti invazi klist’at je aktivace komplementu alternativni
cestou. U nékterych druht klistat byly objeveny proteiny, slouzici jako inhibitory této
komplementové cesty. U kliStéte Ixodes ricinus doSlo k odhaleni nékolika proteinti a jejich
mechanismu inhibice komplementu. Tyto proteiny se specificky vazi na properdin, sérovy
kontrolni protein komplementu, coz vede k inhibici C3 konvertdzy a alternativni cesty

aktivace komplementu (Couvreur et al., 2007).

3.3.4 Inhibitory neutrofilit a makrofigi
Neutrofily, jinak také polymorfonukledrni leukocyty, jsou prvnimi buikami, které
migruji do mista sani klistéte. Bylo zjisténo, Ze sliny obsahuji proteiny které zabramuji

neutrofilim spravné fungovat- fagocytovat a produkovat oxidanty - tim, Ze sniZuji expresi

10



integrin, membranovych receptori, v tomto piipadé [, integrini. Integriny
zprostfedkovavaji migraci a adhezi bunék k podkladu a jsou dilezité pro aktivace vrozené
imunitni odpovédi (Guo, Booth et al., 2009).

Imunosupresivni protein Iris objeveny u Ixodes ricinus blokuje produkci cytokina
makrofagy, tim ovlivituje T bunécnou imunitni odpovéd’. Ma také antikoagulacni UCinky
(Hovius et al., 2008). Klistéci sliny také potlacuji produkci oxidu dusnatého aktivovanymi

makrofagy (Urioste et al., 1994).

3.4 Slinami aktiovany prenos

Klicovy jev uspéSného pienosu patogent na hostitele pomoci aktivity slozek slin byl
nazvan jako slinami aktivovany pifenos (SAT). Je to schopnost patogenti zneuzivat
farmakologické vlastnosti klistécich slin. Tento jev byl identifikovan nejenom u klist’at, ale i
u jinych patogenti a jejich hmyzich ptenaSecl, napt. Leishmania a ptenase¢ Phlebotomus.
Poprvé byl popsan u Thogoto viru, ktery pienasi Riphicephalus appendiculatus. Pokusy byly
provadény na morcatech a staly se prvnim pfimym dikazem toho, Ze extrakt ze slinnych zlaz
(SGE) klistéte mize ptispivat k pfenosu tohoto viru (Nuttal & Labuda, 2004). V ptirod¢ se na
hostiteli Zivi jak infikovand, tak neinfikovana kliStata a infekce se pfenasi na dalsi kliSté
praveé pii sani na infikovaném hostiteli. Toho bylo vyuzito v pokusu s virem Thogoto. SGE
a virus byly vsttiknuty do stejného mista klist’aty napadenych morcat. Nejdiive ve stejny ¢as
a nasledn¢ s ¢asovym rozdilem, kdy byl virus vsttiknut po n¢kolika dnech. Ukazalo se, Ze
pocet infikovanych larev vzrostl oproti kontrolnim vysledkiim, kdy byl pouzit samotny virus
bez SGE. S kontrolnimi vysledky se shodoval i1 pokus, kdy byl SGE vstfiknut do jiného mista
nez virus (Jones, Hodgson, Nuttall, 1989).

SAT faktory jsou pfitomny pouze ve slinach n€kolik dni sajiciho klistéte. LiSi se podle
druhu pfenasece, patogena 1 hostitele a pravdépodobné to nejsou antikoagulacni,

protizanétlivé ani antikomplementové faktory slin (Nuttal & Labuda, 2004).
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4. PATOGENY PRENASENE KLISTATY

4.1 Borrelia a Lymska choroba
Borrelia spp. (Obr. 2) je gram-negativni bakterie patfici do skupiny spirochet. Je
pienasena Clenovci, predevs§im klistaty, ale také blechami, komary a rozto¢i. Migruje mezi

vektorem a obratlov¢im hostitelem a zptisobuje lymskou nemoc.

Obr. 2 Schematické zobrazeni Borrelie

Borrelia ma vn€j§i membranu tvofenou specifickymi povrchovymi proteini (Osp).
Ptredpoklada se, ze tyto proteiny hraji diilézitou roli ve virulenci této bakterie (Todar, 2008).
Jako prvni byla objevena a popsana Borrelia burgdorferi (Bb). Existuje mnoho dal$ich druhi,
které také zplsobuji lymskou nemoc, nebo ji podobnd onemocnéni. Cela skupina téchto
bakterii byla nazvana Borrelia burgdorferi sensu lato. Do této skupiny fadime druhy- Bb
sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B. andersonii, B. lonestari a n¢které dalsi (Taylor, 2004).
Jsou prendSeny larvami 1 dospélci klistat rodu Ixodes, napt. Ixodes ricinus a Ixodes
scapularis. Zda se, Z7e za prenos téchto bakterii u lidi jsou vétSinou zodpovédné nymfy,
jejichz vrchol aktivity na jafe a v 1ét€ se shoduje s vyskytem borrelidozy (Gray, 1998).

Pribéh lymské borreliozy mizeme rozdélit do tfi fazi. Po inkubaéni dobé, kterd se
pohybuje mezi 3 az 32 dny, nastava prvni faze, kdy bakterie ptitomné v pokoZce vyvolavaji
imunitni reakci. Ta je charakterizovana jako kozni 1éze prstencového tvaru zvana erytém
v misté kousnuti klistéte. Mohou se vyskytnout i sekundarni 1éze na stehnech, v podpazi a
v tiislech. Casto je tato fize spojena sbolestmi hlavy, horedkou, bolestmi kloubt a
nevolnosti. Nasledné bakterie z pokozky migruji do lymfatickych uzlin nebo se rozsifuji do
srdce a mozku. Druhd faze, které nastava v priméru za mésic po koznich ptiznacich, se
projevuje srdecnimi a neurologickymi poruchami. Objevuji se mdloby, zrychleny tep a

dusnost, meningitida a neuritida. Ve tfeti fazi, po n€kolika mésicich az dvou letech, jsou
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postizeny klouby. Tieti faze je tedy charakterizovana zanétlivym onemocnénim kloubti neboli
artritidou.

Pii 1écbé je dualezité cCasné rozpoznani choroby. Ve fazi erytému jsou ucinna
tetracyklinova antibiotika. Také penicilin nebo erytromycin. V pokrocilejsi fazi, pfi
neurologickych potizich, jsou podavana cefalosporinova antibiotika. Artritida je lécena

vysokymi davkami benzylpenicilinu (Nathwani et al., 1990).

4.2 Virus klist’ové encefalitidy

Virus klistové encefalitidy (TBEV) (obr. 3) patfi mezi Flaviviry. Vyskytuje se
predevsim v Evropé a Asii a zplisobuje infekéni onemocnéni savcl véetné ¢loveka, které
postihuje centralni nervovy systém a mize vést az ke smrti.

Zraly virion je slozen z izometrické kapsidy, ktera je obklopena lipidovym obalem. Ten
obsahuje dva s membranou spojené proteiny- obalovy glykoprotein E a maly membranovy
protein M. Protein E je zodpovédny za indukci protektivni imunitni odpovédi a také urcuje
virulenci viru (Heinz, Mandl, 1993). Byly popsany tfi podtypy tohoto viru- evropsky, neboli
zapadni TBEV, sibitsky TBEV a vychodni TBEV. V piirod¢ je prendsen klistétem Ixodes
ricinus v Evropé a v Asii Ixodes persulcatus nebo Haemaphysalis concinna (Carrel et al.,
2004). Virus je ptirozené udrzovan v cyklech mezi klistaty a savéimi hostiteli. Mali savci,
hlavné hlodavei, udrzuji trvalou infekci pres rok a hraji dilezitou roli v pfenosu viru mezi
klistaty (Mansfield et al., 2009).

Klistova encefalitida je dvoufazova
infekce. Inkubac¢ni doba je 7-14 dni. Pocatecni
faze je kratka, hore¢natd. Objevuje se Uinava,
bolest hlavy, zad a bolest vkrku. Vse je
doprovazeno vysokou horeckou a zvracenim.
Poté nasleduje asymptomatické obdobi trvajici
2-10 dni. Pokud nemoc postupuje dal, dojde
k druhé fazi, k tzv. akutni fazi. Ta zahrnuje

postizeni centralni nervové soustavy (CNS).

Jedna se zanét mozkovych blan (meningitida),

Obr. 3 Virus klisfové encefalitidy mozkového parenchymu (encefalitida), michy

(myelitida) a nervi (radiculitida).
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Vakcinace proti infekci TBEV je nejucinnéj$i metodou prevence. V soucasné dobé jsou
dostupné ¢ty vakeiny, jak pro dospélé, tak pro déti. Vakcinou je inaktvivovany TBEV. Pii
propuknuti onemocnéni neexistuje zddna specifickd 1é€ba, jako podpiirné latky se pouZzivaji

-----

2009).

4.3 Babesia

Babesia spp. je intracelularni paraziticky prvok patfici do kmene Apicomplexa
(Vytrusovci) a tadu Piroplasmida, kam tadime 1 dal§iho parazitického prvoky pfendseného
klistaty- Theilerie. Vyskytuje se témef po celém svété a postihuje mnoho druhit savcl
(Krause, 2004). U Babesia canis nebo Babesia gibsoni jsou hlavnimi hostiteli psi. PfenaSeny
jsou klistaty Rhipicephalus sanguineus a Dermacentor variabilis (Cleveland et al., 2002).
Patogenem hovéziho dobytka je Babesia divergens a Babesia bovis, zptsobuji veliké ztraty
v oblasti zeméd€lstvi a chovu dobytka, pfenaSeny jsou klistétem Boophilus microplus.
Lidskou babesidozu zplsobuje Babesia microti, ptendSena je naptiklad klistaty Ixodes
scapularis a Ixodes ricinus.

Tento prvok napada erytrocyty a u svych hostiteli zptsobuje hlavné hemolytickou
anémii. Mnoho projevli onemocnéni je spojeno s asexudlnim reprodukénim obdobim
patogena v erytrocytech a s naslednou lyzou téchto bunck. Ptiznaky jsou Casto podobné
malarii- malatnost, vyCerpanost, zimnice, bolest svalli, anémie a vysoka horecka. Pokrocilejsi
infekce byva spojena s nevolnosti, zvracenim, ztratami vahy a hematurii. Objevuje se takeé
hepatomegalie a splenomegalie (Homer et al., 2000).

VétSina ptipadl infekce Babesia microti md mirny pribéh a dochdzi k samovyléceni.
V jinych ptipadech se podavé clindamycin a quinine. U nékterych pacientli, u kterych tato
1é¢ba neni u€innd, musi dojit ke krevni transfuzi. Vakcina proti babesiim zatim neni vyvinuta,
ale provadi se pokusy na skotu a jinych zvifatech. Atenuovana vakcina proti B. bovis byla
pouzita a byla uspéSna. Pouziti atenuovanych vakcin je vSak spojeno s mnoha problémy,
napf. s netiplnou atenuaci parazita. Proto se vyzkum zabyva vyvojem rekombinantnich vakcin

z povrchovych antigent parazita (Krause, 2003).
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4.4 Ostatni patogeny

Virus klistové encefalitidy neni jedinym virem pienaSenym klistaty. Do rodu Flavivirus
fadime také virus omské hemoragické horecky, virus kyasanurské lesni choroby a Powassan
virus. Virus krymsko-konzské hemoragické horeCky patii mezi Nairoviry a Eyach virus mezi
Coltiviry (Charrel et al., 2004; Gritsun et al., 2003).

Mezi bakterie prendSené klistaty kromé borrelii tadime také ehrlichie a anaplasmy.
Patti do Celedi Rickettsiaceae, jsou to obligatni intracelularni parazité, jejichz sténa strukturou
piipomina gram-negativni bakterie (Ganguly & Mukhopadhayay, 2008). DalSimi
pfenaSenymi bakteriemi jsou Rickettsia a Bartonella.

Dal$im intracelularnim protozoalnim patogenem je Theileria, ktera patti do stejné celedi
jako Babesia, ale namisto ¢ervenych krvinek postihuje bilou fadu krevnich bunék (Siegel et
al., 20006).

Klistata slouzi také jako prenaseci nékterych druhti parazitickych ¢ervi filarii, patficich

mezi Nematoda, které napadaji lymfaticky systém hostitele (Bain & Babayan, 2003).

4.4.1 Omska hemoragicka horecka

Hlavnimi pfirozenymi pienaseci viru omské hemoragické horeCky (Omsk haemorrhagic
fever virus, OHFV) jsou klistata Dermacentor reticulatus a D. marginatus. Objevuje se
v oblasti kolem Omsku a Novosibirsku a také v zdpadni ¢asti Sibife. Tyto regiony zahrnuji
zalesnéné oblasti 1 oteviené mokiady. Nejvétsi vyskyt této nemoci byl zaznamenam po druhé
svétové valce. Hlavnim hostitelem OHFV jsou ondatry.

Onemocnéni zpusobuje poruchy cév a cirkulace, poSkozeni kapilar je zodpovédné za
krvacivé projevy. Inkubacni doba nemoci je obvykle 3-7 dni. Pocatek nemoci je nahly,
objevuje se horecka trvajici 5-12 dni, bolest hlavy, bolest svalii, kasel a travici obtize. Asi u
poloviny postizenych se objevuji dvé horecnaté faze. Zotaveni obvykle probihd pomalu. Bylo
prokazano, ze existuje zkiizend ochrana mezi TBEV a OHFV, je tedy pravdépodobné, ze

vakcina proti TBEV miZe byt u¢inna i proti infekci OHFV (Charrel et al., 2004).

4.4.2 Kyasanurska lesni choroba

Virus kyasanurské lesni choroby (Kyasanur forest disease virus, KFDV) je vysoce
patogenni virus pienaSeny klistétem Haemaphysalis spinigera. Poprvé byl objeven v Indii
v oblasti Karnataka. Bézné infikuje vétSi savce, hlavné makaky (pf. Macaca radiate) a

hulmany (pt. Presbytis entellus). U lidi zpiisobuje hemoragickou chorobu.
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Inkubacni doba se pohybuje mezi 3-8 dny. Poté¢ se béhem 1-2 tydnl rozviji
meningoencefalitida doprovazena horeckou. Objevuje se také bradykardie a zadnét spojivky.
Jen u malého mnozstvi pacientii se objevi bronchopneumonie nebo kéma, které vedou ke
smrti. Akutni faze trva kolem 2 tydnd, k rekonvalescenci dochézi asi za 4 tydny. Proti KDFV

existuje atenuovana vakcina (Pattnaik, 2006).

4.4.3 Krymsko-konZska hemoragicka horecka

Virus krymsko-konzské hemoragické horecky (Crimean-Congo haemorrhagic fever
virus, CCHFV) patti mezi Nairoviry a vyskytuje se hlavné¢ v Africe, na Blizkém vychodé¢ a
v jthozéapadni ¢asti Asie. Je prenaSen n€kolika druhy klist'at, avSak nejvhodnéj$imi pienaSeci
v prirod¢ jsou klistata rodu Hyalomma, hostiteli jsou mali 1 velei obratlovei veetné Eloveka.

Inkubacni doba choroby je 2-7 dni, pocatek nemoci je spojen s horeCkou, zimnici,
zavratémi, bolestmi hlavy, krku a svalt. Casto se objevuji také zaZzivaci obtize jako je
nevolnost, zvraceni, prijmy a bolest bficha. Po nékolika dnech se vyskytnou krvacivé
projevy. Umrti nastava po 6-10 dnech a je ast&jsi nez u OHFV. Je to nasledek mohutného
krvaceni, pneumonie a poruchy kardiovaskularniho systému. K 1é¢bé by mohl byt vyuzivan
ribavirin, ktery potlacuje riist viru in vitro, ale zatim byl jen experimentaln¢ studovan (Charrel

et al., 2004).

4.4.4 Ehrlichia a Anaplasma

Ehrlichie spp. jsou obligatni intraceluldrni bakterie, patii do Celedi Rickettsiaceae. Ke
svému zivotnimu cyklu pottebuji jednoho nebo nékolik hostitelli. Ehrlichia chaffeensis
zpusobuje lidskou monocytickou ehrlichiozu (HME). DalSim znamym druhem je Ehrlichia
ewingii, ktera zpiisobuje granulocytickou ehrlichi6zu u pst.

E. chaffeensis je ptenaSena piedevSim klistétem Amblyomma americanum. U
obratlovCich hostitel napadd mononuklearni fagocytické bunky, hlavn€¢ monocyty. Po
jednom az dvou tydnech se u postizen¢ho jedince objevuje maldtnost, bolest zad, travici
problémy a nahla vysokd horecka. Pfiznaky HME jsou horecka, nevolnost, bolest hlavy a
svalli. Pokud se nemoc dale vyviji, pak je to kaSel, zdnét hltanu, priijem, zvraceni a bolest
bricha. K 1é¢bé se vyuzivaji tetracykliny a jejich derivaty (Ganguly & Mukhopadhyay, 2008).

Mezi Ehrlichie patii také Apnaplasma phagocytophilum. Je ptenaSena naptiklad klistaty
Ixodes pacificus ve USA, Ixodes ricinus v Evropé a Ixodes persulcatus a Dermacentor
silvarum v Asii. Hostitelem této bakterie jsou koné, psi a lidé. Zptsobuje blizce si podobna

onemocnéni, u lidi se nemoc zplsobend touto bakterii nazyva lidskd granulocytarni
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ehrlichioza (HGE). Anaplasma infikuje neutrofily, pieziva v nich a blokuje jejich funkci,
napt. fagocytdozu. Onemocnéni se projevuje bolesti svali a hlavy, malatnosti, zimnici,
nevolnosti a nékdy kasSlem. Ve vétsSing pripada je pribéh mirny a dochazi k samovyléceni

(Carrade et al., 2009).

4.4.5 Bartonella

Bartonella spp. je fakultativni intracelularni gram-negativni bakterie zptisobujici
onemocnéni zvifat 1 Clovéka. Napada predevSim erytrocyty a endotelidlni bunky. Uvnitf
téchto bunc¢k lépe pireziva v krevnich cévach. Bartonella henselae zpisobuje hlavné
onemocnéni kocek, zvlasté ocni infekce a zanét endokardu. Mlize byt pienesena i1 na ¢lovéka.
Bylo prokézano ze kromé koci¢ich blech je pfenasena také klistétem Ixodes ricinus (Cotté et
al., 2008). Bakterie tohoto rodu, které zptisobuji nemoci ¢loveka, jsou naptiklad Bartonella
bacilliformis nebo Bartlonella quintana (Hammoud et al., 2008). Lidska bartonelloza
zpusobena B. bacilliformis je charakterizovdna hore¢natou fazi, nazyva se oroyska horecka

(Oroya fever). Po ni nasleduje faze s vyrazkou, znama jako verrunga peruana (Spach, 1996).

4.4.6 Theileria

Theileria spp. je intracelularni paraziticky prvok z kmene Apicomplexa (Vytrusovci), je
uzce piibuzny plasmodiim. Hlavnim hostitelem tohoto prvoka je dobytek. Dva hlavni druhy
jsou Theileria parva, ptendSend klistétem  Rhipicephalus appendiculatus a Theileria
annulata, ptendSend klistaty rodu Hyalomma. Theileria parva se vyskytuje predevSim
v Africe a zpusobuje onemocnéni dobytka zvané vychodopobiezni horecka (East Coast fever,
ECF) (Morzaria, 1988).

Po vstupu do hostitele prvoci napadaji lymfocyty, po nékolika dnech se ve stadiu
schizontli zacinaji mnoZit v lymfatickych uzlindch a méni se na merozoity. Merozoity
muizeme najit v cytoplazmé lymfocyti, retikularnich bunék a makrofagi. Nasledné napadaji
erytrocyty, které jsou znovu nasaty klistaty (Katzer et al., 2007).

Inkubac¢ni doba nemoci je 7-25 dni. Pocate¢ni piiznaky jsou nechutenstvi, horecka a
zvétseni drénujicich lymfatickych uzlin. Pozdé¢ji dochazi k celkové lymfadenopatii a ztratdm
télesné kondice. Dalsi ptiznaky, které se mohou objevit, jsou slzeni, ucpani nosu, prijem a
dusnost. Onemocnéni ve vétSin€ piipadid kon¢i smrti, nebo se vyvine chronickd choroba

(Siegel et al., 2006).
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5. VAKCINY

5.1 Vakciny proti klistatim

Vyvoj u¢innych vakein proti klistatim je dilezity zvlasté proto, ze mize omezit vyskyt
a pfenos zminovanych klistaty pfenaSenych patogenti a jimi zplisobovanych chorob jak na
cloveka, tak na zvitata. Veliky dopad ma tento problém na pramysl s hospodaiskymi zvifaty a
zemédélstvi. Zde kvili témto chorobdm dochazi k velkym ekonomickym ztratdm (Mulenga et
al., 2001). Nyni vyzaduje prevence proti témto patogenim mnoho rozdilnych vakcin, které
jsou zamiteny pfimo proti jednomu urcitému patogenu (Nuttal et al., 2006; de Castro, 1997).
V soucasné dobé se vyskyt klistat reguluje pouze pouzitim riiznych repelentii, pesticidi a
akaricidi, napf. organofosfatii, karbamath nebo amidind. To je spojeno s nckolika
nevyhodami a problémy: vyvoj rezistence paraziti k témto latkam, vysoka cena, kontaminace
potravin, zne€isténi ovzdusi a dopad na zdravi lidstva (Ghosh et al., 2007). Vakcinaci by se
daly obejit vSechny tyto nevyhody a navic by tato regulace vyskytu klistat a jimi pfenaSenych
patogenti byla méné finan¢n€ ndrocnd nez zminéné chemikalie (Canales et al., 2009). Vyvoj
vakciny zahrnuje nejprve charakterizaci vhodnych ochrannych antigeni, dale produkei téchto
proteintl, u¢innych rekombinantnich antigent a nakonec stanoveni toho,ze jsou tyto antigeny
schopné poskytnout trvalou a odpovidajici imunitni ochranu (Willadsen, 2001).

Prvni vakcina proti ektoparazitim byla vytvofena v Australii, ndsledné také na Kubé,
proti klistéti Boophilus microplus u hovéziho dobytka. Na trh byla uvedena v roce 1994 pod
nazvem ,,TickGARD* a ,,TickGARD* plus (stftedoamericka verze pod nazvem ,Gavac®).
Dodnes je jedinou dostupnou vakcinou proti klistatim. Vyzkum od prvnich pokust
identifikovat antigen po uvedeni vakciny na trh trval tfinact let (Willadsen et al., 1995;
Willadsen, 1997).

Vakcinace mize byt namifena proti slozkam slin, které napomahaji pfenosu patogenii a
zvySuji nakazlivost. Také proti antigenim ze stfeva nebo jinych télnich tkéni vektora.
Nejednd se pouze o klistata, takovéto vakciny byly vytvofeny napiiklad u hmyzu rodu
Phlebotomus (Titus et al., 2006). Hlavnim limitujicim problémem pti vyvoji novych vakcin
je identifikace téch antigenil, které by mohly byt G¢inné pouzity k imunizaci lidi ¢1 zvifat.
Molekula antigenu je nasledné klonovana a produkovana in vitro naptiklad pomoci bakterie
Escherichia coli. Uéinna vakcina vyzaduje kombinaci nékolika antigent, které by fungovaly
bud’ nezavisle na sobé nebo spole¢né (Myung-Jo, 2005). Bylo prokézéno, ze imunita

vyvolana kombinaci vice antigeni je uCinngjSi. Piikladem jsou naptiklad pokusy
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s rekombinantnimi antigeny Bm86 a Bm91 klistéte Boophilus microplus na hovézim dobytku.
Po pfidani Bm91 byla vakcina G¢innéj$i nez samotny Bm86 (Willadsen et al., 1996). Také by
vakcina zahrnujici vice antigend chranila pfed Sirokou Skalou klistécich druhti (de la Fuente
& Kocan, 2006). Techniky, které pomahaji s hledanim a identifikaci cilovych antigenti jsou
napi. RNAi1 (RNA interference) a ELI (expression library immunisation) v kombinaci s EST
(analysis of expressed sequence tags). ELI je technika, ktera v kombinace se sekvencni
analyzou nabizi alternativni zplsob identifikace potencidlnich kandidat na vakcinu. Je
zaloZena na rychlém vySetfeni genli z cDNA knihoven bez ptedchozich znalosti o antigenu.
Poprvé byla pouzita pro Mycoplasmu pulmonis a od té doby je vyuzivana pro jednobunécné a
mnohobunécné parazity a viry (Almazan et al., 2003). Se soucasnym rozvojem molekularnich
technik, které dovoluji charakterizovat genomy klistat a identifikovat pouZzitelné antigeny,

Sance na uspéch pti vytvareni vakcin stoupa (Ghosh et al., 2007).

5.1.1 Vakcina ,,TickGARD“

Vakcina je zaloZena na skrytém antigenu ze stievni stény kliStéte Boophilus microplus,
pienasece babesidzy u skotu (Babesia bovis). Tento 89 kDa glykoprotein byl nazvany Bm&6.
Protein Bm86 byl vyroben rekombinantni ve formé& fuzniho proteinu, ktery byl ptitomny
v nerozpustné frakci extraktu z Escherichia coli jako inkluzni téliska (Rand et al., 1989,
Ghosh et al., 2007, Willadsen et al. 1992). Skot imunizovany timto glykoproteinem produkuje
protilatky, které rozpoznavaji Bm86 na stfevnich travicich buikéch. Klisté tyto protilatky
nasaje s krvi a ty spole¢né s dalSimi slozkami imunitniho systému zptsobuji lyzu epitelidlnich
bunck stieva a protrZeni stfevni stény. To vede ke smrti kliStéte. Klist'ata ktera preziji maji
snizenou schopnost ristu, kladeni vajicek a rozmnozovani se, maji charakteristickou
tmavocervenou barvu (Nuttal et al., 2006, Rand et al., 1989). Cervené zbarveni je zpiisobeno
pronikanim cervenych krevnich bunék do hemolymfy v disledku poskozeni stieva (Tsuda et
al., 2001). Uginnost vakciny zavisi na mnoZstvi a perzistenci protilatek proti tomuto antigenu,
které se vytvaieji v odpovédi na ockovani. Imunita neni zesilovdna sanim klistat. Vakcinace
proto musi byt opakovana (Willadsen & Jongejan, 1999). Nejprve ti1 davky v kratkém
casovém rozmezi. MnoZstvi protilatek se zvySuje po postupnych davkach a dosahuje vrcholu
zhruba dva tydny po tieti ddvce. Pak se toto mnozstvi v pribéhu Sesti mésict snizuje. Dalsi
davka by tedy méla ptijit po pll roce (Canales et al., 2009). Neni tu zadny efekt, ktery by
podporoval imunitni odpovéd’ hostitele pii sani klistéte (De Rose et al., 1999).

Imunizace Bm86 zpiisobuje poSkozeni hlavné dospélych stadii, k poskozeni larev

nedochazi, je pouze prodlouzena doba za kterou se preméni v nymfy (Tellam et al., 1992,
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Myung-Jo, 2005). Pravdépodobné je to spojeno s nejvétSim piijmem krve jako potravy u
dospélych stadii (Willadsen et al., 1992). Vakcina osahujici Bm86 neni Gi¢inna pouze proti B.
microplus, ale také proti druhlim B. annulatus a ¢asteCné u B. decoloratus (Canales et al.,
2009). Caste¢nou ochranu prokazaly i vysledky s klistaty Hyalomma anatolicum antolicum,
Rhipicephalus appendiculatus a R. sanguineus (de la Fuente et al., 2006).

Antigen Bm86 byl identifikovan vroce 1986 a vyzkumy a snahy vedouci
ke komercializaci trvaly devét let, na trh byla vakcina uvedena vroce 1994 v Australii
(Willadsen et al., 1995). Vakcina omezila pouzivani akaricidd a jejich nepiiznivé dopady

v oblasti Australie a Latinské Ameriky (de la Fuente et al., 1999).

5.2 Exponované antigeny

Exponované antigeny (Tab. 1) jsou molekuly, které jsou pfitomny ve slinném sekretu
nebo v cementu klistéte béhem sani. VétSinou jsou to proteiny nebo peptidy syntetizované ve
slinnych Zlazach. Jsou sekretovany slinnymi zlazami b&hem sani na hostiteli. Casto to jsou
imunosupresivni nebo antihemostatické latky. Zachycuji se vkazi hostitele, kde jsou
vychytavany dendritickymy Langerhansovymi buiikami, které je prezentuji imunitnimu
systému. Je proti nim tedy namifena imunitni odpovéd (Nuttal et al., 2006). Vyvolavaji
imunitu, kterd dokdze zabranit sdni a pfenosu patogenti. Ziskand imunita je zvySovana

opakovanym sanim klistat (Mulenga et al., 1999).

Tab.1: Exponované antigeny

Antigen Druh KkliStéte

Calreticulin Amblyomma americanum
Dermacentor variabilis

Boophilus microplus

p29 Haemaphysalis longicornis
RIM36 Rhipicephalus appendiculatus
HL 34 Haemaphysalis longicornis

Imunoglobulin-vazajici proteiny | Rhipicephalus appendiculatus

Histamin-vazajici proteiny Rhipicephalus appendiculatus

64P Rhipicephalus appendiculatus

Sialostatin L2 Ixodes scapularis
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Mnoho z nich bylo identifikovano, ale ne podrobné prozkoumano a charakterizovano.
Konkrétni funkci téchto molekul pfi sani klistéte je tézké zjistit kvili malému mnozstvi
klistécich slin. Molekuly musi byt identifikovany, klonovany a produkovéany v bakterialnich

expresnich systémech (Jaworski et al., 1995).

5.2.1 Calreticulin

Calreticulin je hlavni vapnik vézajici protein endoplazmatického retikula. Byl ziskan a
klonovan ze slinnych 714z nasatych samic klistéte Amblyomma americanum. Ptitomny je 1 ve
slindch Dermacentor variabilis a B. microplus. Bylo zjisténo, Ze calreticulin je pfitomny ve
slinnych zlazach samic hlavné béhem sani. U nesajicich samic jen v malém mnozstvi. Zda se,
ze je to multifunk¢ni protein, ktery se vyskytuje i v dalSich buiikach kliStéte. Pii procesu sani
je vapnik dilezity pii aktivaci enzymu, které naruSuji funkci krevnich desti¢ek. Samotny
calreticulin ma protitrombotickou funkci. Jeho pfitomnost ve slinach slouzi ke zvySeni
obsahu oxidu dusnatého, to vede k vEtsi propustnosti cév.

S calreticulinem byl proveden pokus s imunizaci kralikti protilatkami proti calreticulinu.
Kdyz klistata sala na imunizovanych zvifatech, misto sani bylo nekrotické a krvacivé. To je
velmi rozdilnd reakce oproti neimunizovanym hostitelim a dokazuje, Ze je calreticulin
opravdu sekretovan do hostitele béhem sani. Zda se, ze protilatky vazi calretikulin a tim
zahajuji lokdIni imunitni reakci. Tato imunitni reakce narusi sani (Jaworski et al., 1995).

Pozdéji byl calreticulin identifikovan a klonovan také z klistéte Boophilus microplus.

Ale pti pokusech se skotem vykazal jen nizkou imunogenitu (Ferreira et al., 2002).

5.2.2 Protein p29

Pomoci cDNA knihovny a polyklondlniho kréali¢iho séra namifené¢ho proti molekulam
klistécich slin dospélych i nedospélych stadii byl charakterizovan p29. Tento 29 kDa protein
je produkovany ve slinnych zlazach sajicich i nesajicich klistat Haemaphysalis longicornis.
Svou strukturou je podobny kolagenu. Jeho produkce je nejspiSe spojena s tvorbou cementu a
je vytvaren jak dospelymi tak nedospélymi stadii klistéte.

Rekombinantni p29 produkovany v E. coli podnécoval specifickou protektivni imunitni
odpovéd’. Klistata sala na kralicich imunizovanych timto proteinem. DoSlo ke snizeni
hmotnosti nasatych klistat u dospélych jedincii a k vysoké umrtnosti larev a nymf. To
dokazuje, ze pfirodni p29 miZe byt zahrnuty v nékterych klicovych fyziologickych funkcich

klistéte. Citlivost jednotlivych stddii na imunitni odpovéd vyvolanou touto molekulou je
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rozdilna, vakcina by tedy méla jiné uCinky na dospélce a jiné na nedospélé jedince (Mulenga
et al., 1999). U larev byla umrtnost 40% a u nymf 56 %. V laboratornich podminkach jsou to
znacné ucinky, ale pro pouziti v praxi v ptirozenych podminkdch by byla potteba véEtsi

ucinnost takovéto vakciny (Mulenga et al., 2001).

5.2.3 Cementovy protein RIM36

36 kDa protein RIM36 byl objeven a klonovan z klistéte Rhipicephalus appendiculatus.
Jeho aminokyselinova sekvence obsahuje velké mnozstvi glycinu, serinu a prolinu. Je
ptitomny ve slinnych Zlazach a v cementu. Byl lokalizovan pfedevSim v sekrecnich granulech
e bunck lalicku slinnych zlaz III. typu, kde byvaji umistény sporozoity Theileria parva.
Produkce zralych sporozoitii je nejvétsi tieti az ¢tvrty den sani kliStéte. RIM36 a sporozoiti
jsou nejspiSe spole¢né vyluCovany do hostitele.

Na prolin bohatd doména C-konce RIM36 byla vytvofena rekombinantni a reagovala
s antisérem hovéziho dobytka druhu Bos indicus, ktery byl predtim vystaven infestaci
kliStaty. V Asii a Africe je tento druh dobytka velmi casto hostitelem kliStéte R.
appendiculatus. Pokus ukazal, Ze tato na glycin chudé oblast proteinu RIM36 vyvolala silnou
protilatkovou odpovéd. Molekula je tedy velmi imunogenni, ale neni jasné, zda je tato

odpovéd’ dostateCn¢ protektivni (Bishop et al, 2002, Nuttall et al, 2006).

5.2.4 Slinny protein HL 34

Antigen HL 34 byl ziskan ze slinnych zlaz klistéte H. longicornis. Je produkovan
dospélymi 1 nedospélymi stadii. Odhaduje se, ze je Gzce spojeny se sanim klistéte. Geny
tohoto proteinu byly objeveny i1 vjinych organech. HL 34 je charakteristicky dvéma
doménami- jednou bohatou na tyrosin a druhou bohatou na prolin. Takovéto opakujici se
domény jsou charakteristické pro adhezivni proteiny, z kterych je slozeny cement. Proto
existuje nepotvrzend domnénka, ze HL 34 muaze byt spojeny se sekreci a funkci cementu.

Rekombinantnim HL 34 byli imunizovani kralici. Imunita vyvoland rHL 34 postihuje
nymfy 1 dospélce, coz se projevilo jejich zvySenou Umrtnosti pfi sani na imunizovanych
zvitatech. Pozorovéan byl také pokles v kladeni vaji¢ek. Cervené zbarveni dospélcii a snizené
vyméSovani poukazuje na patologii stfeva a poruchu traveni. To neni béZna reakce, ktera se
vyviji proti antigentim slin. HL 34 je tedy pfitomny 1 v jinych organech. To by mohlo byt

dilezité pro vytvofeni u€inné vakciny (Tsuda et al., 2001).

22



5.2.5 Imunoglobulin vazajici proteiny a histamin vdzajici proteiny

Imunoglobulin vazajici molekuly (IGBPs) byly objeveny u klistéte R. appendiculatus.
Diky témto molekuldm, které jsou pfitomny vhemolymfé¢ a slinnych zazach, dochazi
k vylucovani hostitelského IgG slinénim béhem sani klistéte. Protilatky prostupujici ze stieva
do hemolymfy reaguji s témito proteiny, které je transportuji do slinnych 714z. Proteiny ve
slinnych Zlazach je vylucuji zpét do mista sani. Timto mechanismem se zbavuji hostitelskych
protilatek a zmirnuji tak jimi zptisobena poskozeni. Samci klistéte R. appendiculatus sekretuji
specificky protein IGBPMC do mista sani samice. Brani nejenom sebe pied ucinky
protilditkové imunity, ale také pomdhaji samicim uspé€Sné dokoncit sani a produkovat
potomstvo.

Pokud by dosSlo k zablokovani funkce téchto molekul, zvySila by se koncentrace
protilatek v téle klistéte. PoSkozeni klist’at by bylo u¢ingjsi. Zjisténi efektivniho mechanismu
k vytvoteni takové vakciny vyzaduje podrobnéj$i prozkouméani IGBPs (Wang & Nuttall,
1999).

Histamin vazajici molekuly potlacuji zanétlivou odpoveéd’ hostitele na sani klistéte tim,
ze mohou blokovat vazbu histaminu na receptory. Objeveny byly ve slinach kliStéte R.
appendiculatus. Vakcina zahrnujici tyto proteiny by mohla byt zaloZzend na stejném principu
jako u IGBPs. Omezila by se schopnost téchto proteini vazat histamin. Zanétliva reakce by se

mohla pln¢€ rozvinout (Paesen et al., 1999).

5.2.7 Cementovy protein 64P

64P je protein obsazeny v cementu klistéte Rhipicephalus appendiculatus. Byl vyroben
rekombinantni a pti pokusech s morc€aty, bylo zjisténo, ze zkiiZzen¢ reaguje s epitopy proteinti
ve slindch, hemolymf€ a stfeve. Je tudiz velikd pravdépodobnost, ze by mohl byt pouzit pti
vyvoji dudlni vakciny (Trimnel et al., 2002). Vakcina zaloZend na 64P by také mohla byt
Sirokospektra, co se tykd klistécich druhti. 64TRP totiz vykazuje zkiiZenou antigenni
reaktivitu s dal§imi druhy klist'at. Jsou to R. sanguineus, 1. ricinus, Amblyomma variegatum
and B. microplus. Je ale nutné tento protein jesté vice prozkoumat a provést vyzkum ucinnosti

u skotu, coz je kli¢ovy hostitel R. appendiculatus (Trimnel et al., 2005).
5.2.8 Sialostatin L2

Sialostatin L2 je antigen ze slin kliStéte Ixodes scapularis. Zajimavé na tomto antigenu

je, ze ackoli je sekretovan slinami do mista sani kliStéte, imunita se proti nému po sani klist’at
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nevytvari. Byl pro n€j pouzit termin ,,tichy* antigen. Sialostatin L2 je cystatin, jehoz funkci je
inhibice katepsini L a S, coZz jsou kli¢ové enzymy v imunité obratlovca.

Pokud se ale pouzije jako vakcina, potlacuje séni kliStat. Vakcinace morcat timto
sekretovanym antigenem meéla za nasledek sniZzeni schopnosti sani u nymf . scapularis. U
ockovanych zvifat se objevily zjevné ptiznaky zanétu, dochazelo ke zvySenému odmitnuti
sajicich klistat. U kontrolnich morc¢at po opakované infestaci k imunitni odpovédi nedoslo.
Pouze u vakcinovanych zvifat, u kterych bylo vytvofenymi protilatkami neutralizovano

pusobeni sialostatinu L2 (Kotsyfakis et al., 2008).

5.3 Skryté antigeny

Tab. 2: Skryté antigeny

Antigen Druh KkliStéte
Bm86, Bm91, BMA7 Boophilus microplus
Bm95 Boophilus microplus kmen A
Bag6 Boophilus annulatus

Serpiny- HLS1, HLS2 | Haemaphysalis longicornis

P27/30 Haemaphysalis longicornis
CHT1 Haemaphysalis longicornis
4D8, 4F8, 4E6 Ixodes scapularis
Vitellin Boophilus microplus
Voraxin Amblyomma hebraeum
Ferritin 1, ferritin 2 Ixodes ricinus

Skryté antigeny (Tab. 2) jsou schované pfed imunitnimi mechanismy hostitele, ¢ili
nestimuluji imunitni odpoveéd’ hostitele pii sani kliStéte. Ziskdvaji se z riznych télnich tkani
klistéte, nejCastéji ze stievni stény, dale pak z vajickového zloutku nebo z tuku samicek. Aby
mohly byt potencialnimi kandidaty na vytvofeni vakciny, mély by byt spojeny s nékterymi
fyziologickymi funkcemi klistat (Nuttall et al., 2006). Tyto antigeny vyvolavaji imunitu,
ktera sniZzuje schopnost rozmnoZovani, ale nema vliv na zamezeni sani klistat (Mulenga et al.,

1999). Pokud zvife imunizujeme témito antigeny, jsou rozpoznany sloZkami imunitniho
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syst¢ému. Krev ndsledné ptijata parazitem s sebou nese protilatky, komplement a nckteré
buiiky imunitniho systému. Reakce protilatek s vnitinim antigenem vede k poSkozeni klistéte.
Nektera klistata umiraji, ta co pfeziji maji snizenou schopnost sani a reprodukce (McKenna et
al., 2007, Willadsen et al., 1993). Nevyhodou je, Ze nedochézi ke stimulaci imunitni odpovédi
na tyto antigeny a neni vyvoldna imunitni pamét. Zalezi hlavné na mnozstvi vytvorenych

protilatek a imunizace musi byt ¢asto opakovana (Nuttall et al., 2006).

5.3.1 Bm86 a jemu podobné stievni antigeny

Antigen Bm86 byl ziskan ze stfeva Castecné nasatych samic kliStéte Boophilus
microplus. Jak jiz bylo zminéno, je to jediny antigen, ktery je opravdu vyuzivan k vyrobé
vakciny. Rekombinantni protein tohoto genu byl ptipraven v E. coli (vakcina ,,TickGARD*)
(Rand et al. 1989) a také v kvasince Pichia pastoris (vakcina ,,Gavac®). Vakcina redukuje
pocet nasatych samic, jejich vahu a reprodukéni aktvivitu. NejveétSim disledkem je snizeni
poctu larev nasledujici generace az o 90% (Canales et al.,, 2009, Willadsen & Jongejan,
1999). ZkuSenosti s vakcinou Gavac v Latinské Americe jsou pfiznivé. DosSlo k redukci
pfenosu patogenil, napt. babesidzy a anaplasmézy. Také se snizilo pouzivani akaricidi,
zmirnily se tedy dopady téchto latek na zivotni prostfedi a na samotnd zvifata a jejich
produkci (de la Fuente et al., 1999).

Pokusy s Bm 86 byly provadény také u ovci, jednalo se o potencidlni DNA vakcinaci.
Gen Bm86 byl vlozen do plasmidu. Ovce byly imunizovany timto plasmidem samotnym a
nebo v kombinaci s plasmidem nesoucim gen pro cytokin IL-13 nebo GM-CSF (granulocyty
a makrofagy stimulujici faktor). Tato strategie méla stimulovat protektivni imunitni odpovéd’
hostitele a zvysit u¢innost vakcinace. Ale rozdily mezi imunizaci samotnym proteinem nebo
spole¢né s plasmidem nebyly velké. Stimulace imunitni odpovédi byla nizka nebo zaddna (De
Rose et al., 1999).

Dalsi skryty antigen identifikovany u klistéte B. microplus byl pojmenovan Bm9l.
Nalezen byl ve stfevé 1 ve slinach (de la Fuente et al. 2006). Tfetim skrytym antigenem
izolovanym z ¢asteCné nasatych samic klistéte B. microplus je BMA7. S obéma byly
provadeény pokusy se skotem. Zvirata byla imunizovéana jednotlivymi antigeny Bm86 a Bm91
nebo BMA7 a nasledné také obéma najednou. Poté byla vystavena klistéci infestaci. Uginnost
byla dana tfemi parametry- poctem dospélych sajicich samic za den, jejich vdhou a
schopnosti klast vajicka. Samotny Bm91 nebo BMA7 poskytl ur¢itou ochranu, ale ani u
jednoho nebyla vétSi nez u samotného Bm86. LepSich vysledkii bylo dosazeno vzdy

v kombinaci s Bm86. Ptitomnost Bm91 ve vakciné nijak neovliviiovala nebo dokonce
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nesnizovala odpovéd’ na Bm86. Také se neprokazal vzajemny vztah mezi protilatkovou
odpovédi zvifat na Bm86 a Bm91, antigeny nevykazovaly Zadnou spolupraci. Celkové byla
ucinnost vakcinace obéma antigeny spolu s Bm86 vyssi. Proto by Bm91 nebo BMA7 mohly
byt vhodnymi kandidaty na vytvofeni vakciny se dvéma antigeny, ve spojeni s Bm86

(Willadsen et al., 1996: McKenna et al., 2007).

5.3.1.1 Bm86 a Bm95

Gen pro antigen Bm95 byl izolovan z argentinského kliStéte B. microplus kmene A. Byl
klonovan a produkovan v kvasince Pichia pastoris. Tento kmen B. microplus vykazuje velmi
nizkou citlivost k vakcin¢ zantigenu Bm86. V pokusech s telaty byla jedna skupina
imunizovana Bm86 a jedna skupina Bm95. Na téchto zvifatech nasledné séala klistata B.
microplus kmene A a kmene Camcord, ktery je k Bm86 citlivy. Klistata sajici na
imunizovanych zvifatech byla evidentné poSkozena, méla niZz§i hmotnost a sniZenou
schopnost reprodukce. U¢innost Bm86 ke kmenu Camcord byla 84%, ale ke kmenu A byla
nulova. U Bm95 to bylo 89% a 54%. Zda se, ze antigen Bm95 je schopny chranit skot pied
kmeny B. microplus, které jsou rezistentni k vakcin€ zalozené na Bm86. U kmeni citlivych
k Bm86 je ucinnost velice podobna u obou antigenti (Garia-Garcia et al., 2000). Bm95 je tedy
univerzaln€jsi antigen v ochrané proti kmenlim B. microplus z riznych zemépisnych oblasti

(de la Fuente et al., 20006).

5.3.1.2 Bm86 a Ba86

Ba 86 je obdoba proteinu Bm 86 u kliStéte B. annulatus. Pti pokusech s obéma antigeny
na skotu s klistaty B. annulatus a B. microplus bylo zjisténo, ze jejich efekt je z 90% stejny.
Ale ukézalo se, ze u€innost obou proteint je vys$$i pro B. annulatus nez pro B. microplus. B.
annulatus je tedy citlivéjsi k vakcinaci, coz miize byt spojeno srozdily ve fyziologickych
procesech u téchto druhti, napi. mnozstvi piijaté potravy (krve) a jeji traveni (Canales et al.,

2009).

5.3.2 Inhibitory serinovych proteindaz- serpiny

Serinové proteinazy a jejich inhibitory reguluji dilezité procesy jako je koagulaéni
kaskada, fibrinolyza, traveni, zdnétliva a imunitni reakce. Byly identifikovany u Siroké Skaly
organismu, hlavné u savci, véetné Clovéka. Pfi nerovnovaze nebo nedostatku téchto molekul

dochazi k riiznym onemocnénim.
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Sepriny jsou antikoagula¢ni molekuly, které byly objeveny 1 u klistat. Ta je vyuzivaji
k naruSeni koagula¢nich procest hostitele. Diky svym funkcim v mnoha fyziologickych
procesech jsou zajimavymi kandidaty pro vyvoj vakciny (Mulenga et al., 2001, Sugino et al.,
2002). Zatim byly ziskdny a klonovany zKkliStat Ixodes ricinus, Ixodes scapularis,

Rhipicephalus appendiculatus a Haemaphysalis longicornis (Mulenga et al., 2009).

5.3.2.1 Serpin HLS1
Serpin ziskany z klistéte H. longicornis byl nazvan serpin-1 (HLS1). Jeho molekulova

hmotnost je 41 kDa a prokdzal castecnou homologii se serpiny z [ ricinus a R.
appendiculatus. Transkript tohoto serpinu byl nalezen ve stfevé Castecné nasatych klist’at a
rekombinantni HLS1 produkovany v E .coli nereagoval s protikliStécim sérem ze slin. Proto
byl zatazen mezi skryté antigeny. Byly provadény pokusy s imunizovanymi kraliky. NedoSlo
ke zménam v pribéhu sani nebo k rozdilim v hmotnosti nasatych jedinct mezi klistaty
sajicimi na imunizovanych nebo kontrolnich zvitatech. Nicméné doslo ke zvySeni mortality,
43,9 % u nymf a 11,2% u dospélct. Uginnost neni zdaleka 100% a nepostihuje proces sani,
ale HLS1 by mohl byt soucasti koktejlu antigenti pouzitych ve vakcing proti klistatim

(Sugino et al. 2003).

5.3.2.2 Serpin HLS2

Dalsi serpin identifikovany pozdé¢ji u klistéte H. longicornis byl pojmenovany serpin-2
HLS2. Je ptitomny v hemolym{€ sajicich klistat. Prokazal 75% homologii s dal§imi serpiny
kliStat B. microplus a R. appendiculatus. S rekombinantnim HLS2 byly opét provadény
pokusy s imunizaci kralika. Vysledkem bylo prodlouzeni doby séni u dospélci i nymf a
nasaté klistata méla mensi hmotnost oproti kontrolni skupiné. DoSlo také k poklesu kladeni
vaji¢ek. Mira timrtnosti klist'at sajicich na imunizovanych zvitatech byla 43% u dospélci a
44,6% u nymf. Tyto vysledky nejsou dostatecné k poskytnuti imunity a zamezeni pfenosu

patogent, ale opét se jedna o moznou sou¢ast multiantiigenni vakciny (Imamura et al., 2004).

5.3.3 Protein P27/30

P27/30 je 27 kDa a 30 kDa protein podobny troponinu I. Troponin I se nachazi ve
svalové tkani, vdZe se na aktin a inhibuje interakce aktin-myosin. Hraje tedy dualezitou roli
v procesech probihajicich v ptfi¢né pruhovaném svalstvu. P27/30 byl izolovan a klonovan
z klistéte Haemaphysalis longicornis. K produkci tohoto proteinu byla pouzita Escherichia

coli a protein byl testovan v pokusech s imunizaci my$i. U imunizovanych mysi P27/30
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stimuloval specifickou protektivni protiklistéci imunitni odpovéd’. To bylo prokazano tim, Ze
doslo k prodlouzeni doby ukotvovani dospélych klistat v hostiteli. Prodlouzila se také doba
sani jak u dospélych jedincu, tak u larev a prichycenych larev bylo méné nez u kontrolnich
mysi. Delsi byla také doba svlékani. Vyrazné rozdily se objevily ve vaze nasatych klistat
z imunizovanych a z kontrolnich mysi. Na vahu kladenych vajicek byl vliv pouze maly.
Protein P27/30 tedy podmifiuje imunitni odpovéd’ hostitele na sani klistéte H. longicornis,

muze tedy byt potencionalnim antigennim kandidatem pro vyvoje vakciny (Myung-Jo, 2005).

5.3.4 Chitinazovy protein CHTI

Dal§im antigenem ziskanym z klistéte H. longicornis je 113 kDa chitindzovy protein
CHT1. Funkce chitinazy je podnécovéana ekdysteroidy v obdobi svlékani pi1 zbavovani se
starého chitinu. Jeji pfitomnost byla objevena i ve stfeve, kde ma travici funkci a rozklada
chitin ptfitomny ve stfevé. Rekombinantnim proteinem CHR1 byly imunizovany mysi. Tyto
mysi ziskaly podstatnou odolnost proti infestaci klistaty H. longicornis. DoSlo k prodlouzeni
doby sani u larev oproti larvam sajicim na kontrolnich mysich. Vyznamné rozdily se objevily
ve vaze vajicek a faze svlékani se také prodlouzila. To dokazuje, ze CHT1 stimuluje u mys$i

rozvoj specifické protektivni imunity proti klistatim (Myung-Jo & Fujisaki, 2008).

5.3.5 Rekombinantni antigeny 4D8, 4F8 a 4E6

Pomoci ¢cDNA ELI a EST byly identifikovany antigeny z kliStete Ixodes scapularis.
Nasledné byly jesté potvrzeny RNAI. Tii z nich byly nazvany 4D8, 4F8 a 4E6. Nejprve byly
s témito tfemi rekombinantnimi proteiny provadény pokusy s nedospélymi stadii tohoto
trojhostitelského klistéte. Na mysSich byl prokazan ucinek téchto antigenii proti larvam, proti
nymfam byl protektivni u¢inek prokazan na krali¢im modelu. Tyto vysledky vedly k tomu,
7e se pokusy provadély 1 pro dospéla klistata.

Imunizovany byly ovce, jelikoZ patii mezi hostitele dospélych klistat /. scapularis. Poté
byly vystaveny infestaci dospélych jedincti tohoto klistéte. Vakcinovany byly jednotlivymi
rekombinantnimi 4D8, 4F8 a 4E6 a pak také kombinaci vSech tfi proteinti. VIiv na hmotnost
nasatych klistat nebyl Zadny a hmotnost kladenych vajicek byla statisticky nizs§i u klist’at
sajicich na imunizovanych zvitatech. DoSlo ale k potlaceni infestace a k omezeni kladeni
vajiCek. Celkova ucinnost vakcinace se pohybovala mezi 33-71%. Nejvétsi ucinek byl
zaznamenam u 4D8, coz bylo 71%. Tyto vysledky ukazuji, Ze rekombinantni protein 4D8 by

m¢él byt dale zkouman jako vyznamny kandidét pro vytvoieni vakciny (Almazan et al., 2005).
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5.3.6 Vitellin

Vitellin je protein hojné pfitomny ve vajickach klistéte B. microplus. Vitellin na sebe
vaze hem. Klist'ata, jako vSichni krevsajici parziti, eliminuji hem z pfijaté potravy. Je silnym
katalyzatorem tvorby kyslikovych radikali, které mohou zpiisobit oxidativni poskozeni
rtiznych biologicky dilezitych molekul. Tuto tlohu ma tedy u klist’at vitellin.

Spole¢né s proteinem GP80, ktery byl ziskan z larev stejného klistéte, byly provedeny
pokusy s vakcinaci ovci. Protilatky vytvofené proti obéma proteinlim rozpoznavaji stejny 200
kDa polypeptid v hemolymf€ dospélych samic. To mize dokazovat, Ze GP80 je soucasti
vitellinu. Ovce imunizované vitellinem nebo GP80 vyvinuly protildtkovou imunitni odpovéd’,
kterd byla Skodliva pro sajici kliStata. Doslo az k 68% redukci larev v nasledujici generaci.
Vysledky byly pozorovany u ptirodniho vitellinu. Rekombinantni vitellin musi byt jesté blize
prozkouman, musi byt identifikovany protektivni epitopy prirodniho vitellinu (Tellam et al.,

2002).

5.3.7 Voraxin

Faktor sani (EF), ktery je pfedan samici béhem pafeni, zfeymé stimuluje sani. Tento
faktor byl nazvan voraxin. Extrakt obsahujici voraxin byl ziskdn ze sam¢ich pohlavnich zlaz
klistéte Amblyomma hebraeum. Protein byl vyroben rekombinantni a vstfiknut do hemocoelu
,panenskych® samin. U samic po pafeni je obsaZzen vhemolymf€, kam se dostava
z pohlavniho ustroji. Bylo prokazano, Ze tento faktor stimuluje degeneraci slinnych zlaz a
castecny vyvoj vajecnikli. Vakcina zaloZzend na voraxinu by tedy redukovala slinéni a tim
zamezovala sani kliStat, ¢imz by branila pfenosu patogent. Také by dochéazelo k redukci

vyvoje oocytl (Weiss & Kaufman, 2004).

5.3.8 Ferritin 1 a ferritin 2

Ferritin 1 a ferritin 2 byly charakterizovany u klistéte Ixodes ricinus. Jsou zahrnuty
v metabolismu Zeleza. Ptijem krve klistéte doprovazi produkce ferritinu 1 ve slinnych Zlazach
a ovariich. Funkce ferritinu 2 je transport Zeleza mezi stievem a perifernimi tkanémi.

Bylo prokazano, Ze pokud dojde k vypnuti genid pro ferl a fer2, kliStata maji problém
s reprodukci. Zasoby zeleza jsou nejspiS dulezité pro spravny vyvoj embrya. Pokud se zasoby
nevytvari, nedojde k vylihnuti z vajicka. Chyb¢jici fer2 také snizuje pocet pln€ nasycenych
dospélych samic. Nedochdzi totiz k zpracovani a odstraiiovani Zzeleza ze stfeva do

hemolymfy.
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Rekombinantni fer2 byl vyuzit k imunizaci hostitelského organismu. Vyhodou pro
vyuziti fer2 je podstatny rozdil v aminokyselinové sekvenci oproti savCimu ferritinu. To
snizuje riziko moznych vedlejSich u¢inkdi imunizce. Proti fer2 se ve vakcinovaném hostiteli
vytvoii protilatky. Nasledkem je zablokovani funkce fer2, nedochazi tedy k transportu zeleza
ze stfeva do perifernich tkani. KliStata nemohou uspéSné dokoncit sani a umiraji pfimo na

hostiteli vyschnutim (Kopacek & Hajdusek, 2009).

5.4 Dualni vakciny (Dual action vakciny)

Relativné novou strategii jsou dudlni vakciny. Jedna se o identifikaci takovych antigent,
které cili jak sekretované, tak skryté antigenni epitopy (Nuttall et al., 2006). Takové antigeny
by stimulovaly specifickou protektivni imunitni odpovéd’ hostitele a udrzovaly by vysoky
stupenn imunity, coz by eliminovalo potiebu opakované vakcinace. Zaroven by dochazelo
k produkci protilatek, které by reagovaly se skrytymi stfevnimi antigeny (Trimnell et al.

2002).

5.4.1 Cementovy protein 64P

Antigenem vhodnym pro takovou dudlni vakcinu je nejspi$ protein 64P. Ten byl ziskan
z dospélych samic klistéte Rhipicephalus appendiculatus. Je soucasti cementu, ktery obsahuje
mnoho proteind, které infiltruji empidermalni a dermalni vrstvy pokozky hostitele. Nekteré
znich jsou imunogenni a imunoprotektivni. Kompozice 64P je podobna nékterym savéim
koZznim proteintim, zejména keratinu a kolagenu. Tato stavba zabranuje jeho odmitnuti
hostitelskym imunitnim systémem béhem sani kliStéte, usnadiiuje vztah mezi cementem a
kozni tké&ni hostitele. Jeho N-koncové peptidy jsou bohaté na glyciny, coz je znak proteinti
obratlovci, nachazejicich se v extraceluldrni matrix a koZni tkéni. I dal8i proteiny ziskané ze
slinnych zlaz R. appendiculatus obsahuji hodné glycinu. (Havlikova et al., 2009).

Byl vytvofen rekombinantni 64TRP. Exprese probihala v E. coli. Produkovany byly
zkracené useky N-konce a C-konce rozpustného proteinu 64TRP a cely protein 64TRP,
rozpustny nebo denaturovany. U vSech doslo k fuzi s GTS (glutathion S-transferaza). Témito
klony genu 64P byla imunizovdna morcata. Nasledn¢ byla vystavena infestaci dospélych
samic a nymf klistéte R. appendiculatus. Produkci zkracenych useki 64P doslo k odhaleni
epitopi, které indukovaly protilatkovou 1 zanétlivou imunitni odpovéd’ hostitele. Kozni
zanétliva reakce hostitele charakterizuje ziskanou odolnost proti klistatim, zahrnuje bazofily,
eosinofily, lymfocyty, makrofagy dendritické bunky. Imunita je zvySovana ptirozenou

klistéci infestaci (Trimnlell et al., 2005). U imunizovanych morcat se zvysil titr protilatek
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pted infestaci a rostl 1 po infestaci, u kontrolnich zvifat ale k rstu nedochazelo. To dokazuje,
ze sani kliStat na imunizovanych zvitatech stimuluje anamnestickou odpovéd’. Bylo zjisténo,
ze protilatky vytvofené proti 64TRP zkiizené reagovaly s epitopy proteind ve slinnych
zlazach, cementu, hemolymf& a také ve stteveé dospélych klistat R. appendiculatus. Reakci
epitopit ve sttevé s protilatkami pfijatymi s potravou dochazi k poruSeni stieva a smrti
kliStete, k fatdlnim postizenim dochazelo 1 u nymf. ZkfiZzené reagujici protein ve slinnych
zlazach by mohl byt GST, ktery byl diive klonovan z klistéte B. microplus. Imunoprotektivni
epitopy se nachdzi zfejmé hlavné v N-koncové oblasti proteinu 64P, tyto vysledky totiz byly
prokazany u zvifat, kterd obdrzela vakciny, které obsahovaly tento tsek (Trimnell et al.,
2002). Bylo zjisténo, Ze sloZeni slin se miize u jednotlivych klist’at liSit. Proteiny, vCetné 64P,
se mohou objevovat v n¢kolika variantach a ptibuznych formach. Na to bude muset byt bran

zietel v pripadé ptipravy vakciny (Havlikova et al., 2009).

5.5 Pienos blokujici vakciny (trans-block vakciny)

Dalsim pfistupem pro vytvoieni vakciny proti klistatim jsou tzv. trans-block vakciny.
Takovéd vakcina by méla blokovat pfenos patogena z vektora na hostitele. Jak jiz bylo
zminéno, ve slinach klist’at jsou obsazeny faktory napomahajici pfenosu- tento jev byl nazvan
slinami aktivovany pienos. U nékterych zvifat s imunitou proti kli§tatim bylo pozorovano
sniZeni pfenosu, ale ne u vSech. Nyni je potfeba identifikovat antigeny, které nejenze vyvolaji
protektivni imunitni odpovéd’, ale zaroven zabrani pfenosu patogent (Nuttall et al., 2006).

Jednim z téchto antigenti by mohl byt opdt 64TRP (Trimnell et al.,2005). U¢inek tohoto
antigenu byl testovana na mySich, na kterych séla kliStata Ixodes ricinus infikovana virem
klistove encefalitidy (TBEV). Jedna ddvka 64TRP ukazala stejny u€inek jako jedna davka
TBEV vakciny. Odpovéd mySi imunizované 64TRP na sani klistéte nezablokovala
kompletné ptenos viru, ale spiSe dovolila dostatecné vystavit virus ufinkiim protektivni
imunity. Podobny pokus byl proveden s vakcinou zaloZenou na Bm86. Pozorovany G¢inek na
pfenos patogena byl srovnatelny s 64TRP, ale na rozdil od 64TRP nedokézala komeréni
vakcina zabranit smrtelné infekci TBEV ani po pouziti tfech davek. Vakcina Bm86 tedy neni
vhodnym kandidatem na trans-block vakcinu. Univerzalnimi antigeny vyuZitelnymi v trans-
block vakcinach se zdaji byt cukerné epitopy. Nalezeny byly ve stfev€ mnoha parazitii, véetné
klistéte Dermacentor variabilis (Nuttall et al., 2006).

Dals§im antigenem pro vytvofeni trans-block vakciny by mohl byt protein ze slin klistéte

Ixodes ricinus Salp15. Tento protein se vaze povrchovy receptor OspC Borrelie burgdorferi.
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Tato interakce usnadiiuje ptenos infekce z vektora na hostitele, chrani bakterii pred G€inky
protilditek a komplementu. Na myS$im modelu bylo prokazano, Ze imunizace timto slinnym
proteinem vyrazné chrani mysi pred infekci a zvySuje protektivni UCinky protilatek proti
antieniim Borrelii, napt. proteiniim OspA nebo OspC. In vitro pokusy ukazaly mechanismus
uc¢inku: Borrelie navazané na Salpl5 jsou v antiséru odstraiiovany fagocyty. Vakcinace
molekulou, kterou patogen vyzaduje k pienosu je tedy dalsi strategii pro vyvoj vakciny proti

klistaty pfenaSnym mikrobiim (Dai et al., 2009).
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6. DISKUSE

Soucasna kontrola infestace kliStat je obstaravana pouze jedinou vakcinou. Vakcina
,»TICKGARD* je namifena proti klistéti Boophilus microplus, které parazituje hlavné na
hovézim dobytku. ZkuSenosti s pouzivanim vakciny jsou ptiznivé. Omezil se vyskyt patogenti
pienasenych timto kliStétem, jedna se hlavné o Babesii bovis. Vakcina je vyuzivana hlavné
v tropickych oblastech. Pozitivni je, Ze v téchto oblastech jsou pouzivany akaricidy v mensi
mife, ¢imz se snizily dopady téchto chemikalii na Zivotni prostfedi a produkci zvitat. Zbytek
svéta je stale odkazan na pesticidy a akaricidy nebo na vakciny proti jednotlivym patogentim.
Objev nové vakciny proti klistatim by situaci uleh¢il.

Vhodnny by byl vyvoj vakciny proti jinym druhiim klist'at a pro dalsi Zivoc¢iSné druhy.
Je potieba charakterizovat genovou variabilitu kliStécich druhti, identifikovat a zkoumat dalsi
vhodné antigeny, pochopit jejich biologickou funkci. Stim souvisi také charakterizace
imunitni odpovédi hostitele na tyto antigeny. Dulezitym piedpokladem je uplnd znalost
geonomu nebo alespont silalomu (transkriptom slinnych 714z) vyznamnych druhti klistat jako
zékladu pro identifikaci kandidatnich proteinii vakcin nebo SAT faktori metodami reversni
genetiky (Ribeiro et al., 2006)

Exponovanych antigenti bylo objeveno a charakterizovano mnoho (Tab. 1), ale nebyly
dostate¢né¢ prozkoumany. Pokusy s témito proteiny zatim neukazaly u zadné¢ho antigenu
potiebnou ucinnost. Kazda tato molekula ma u kliStéte jinou funkci- napt. calreticulin je
spojen s pritomnosti vapniku, p29 s tvorbou cementu, imunoglobulin vézajici proteiny a
histamin vazajici proteiny brani projeviim imunitni odpovédi hostitele. Princip kazdé vakciny
by byl jiny. Problém s malou t¢innosti jednotlivych antigeni by mohl byt vyfeSen tim, ze by
byla vytvofena vackina obsahujici vice antigenii, vni by mohly byt obsazeny i skryté
antigeny.

U skrytych antigenti (Tab. 2) se objevovala vys$i uspéSnost, predevSim u téch, které
byly izolovany z kliStéte B. microplus (Bm91 a BMAT), stejn¢ jako Bm86 pouzity ve vakciné
,»T1IcCkGARD®. Mohly by byt tedy vyuzity k vylepSeni této stavajici vakciny. Je zde také
mnoho kandidata pro vytvoieni koktejlu antigenti pro vyvoj vakciny, napt. serpiny, které jsou
zahrnuty v regulaci koagulace, ale také jiz zminé€né antigeny z B. microplus. Imunita proti
témto proteinim neni dlouhodobé a neni zesilovana infestaci kliStat. MnoZstvi vytvofenych

protilatek v imunizovaném hostiteli klesa a vakcinace musi byt ¢asto opakovéna, aby bylo
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dosazeno pozadovaného ucinku. Tento problém by u multiantigenni vakciny mohl byt
vyfeSen pritomnosti nékterych exponovanych antigenti.

Problémem trans-block vakcin, jejichz ucinnost proti pfenaSenym patogenlim je
zaloZzena na blokovani imunosupresivnich molekul ve slinach, je komplikovdna tim, Ze
potencialnich SAT faktort je fada a vétSina z nich dosud nebyla identifikovana. Je velmi
pravdépodobné, ze vyfazeni jednoho z faktori diky vakcinaci by vedlo k jeho ,,nahrazeni‘
jinym, ktery by nebyl vakcinaci ovlivnén. Vyjimku tvofti Salp15, ktery se vdze na povrchovy
lipoprotein borelii OspC a chrdni je proti G€inkiim protilatek a komplementu (Dai et al.,
2009).

Doposud nejvhodnéj§im objevenym antigenem se zda byt 64P. Je kandidatem pro
vytvofeni dualni vakciny nebo 1 trans-block vakciny. Tento antigen je pfitomny ve slinnych
zlazach, ale protilditky proti nému vytvofené zkiizené reagovaly s epitopy protein
ptitomnych 1 v dalSich télnich tkanich kliStéte, vCetné stieva. Dochdzelo by tedy ke stimulaci
protilatkové 1 zanétlivé odpovédi. Hostitel by produkoval protilatky, které by poskozovaly
sttevo a jiné tkané klistat, které jsou uzce spojené s dulezitymi fyziologickymi procesy.
Zvysovala by se timrtnost a snizovala reproduk¢ni schopnost klistat. Zanétliva odpovéd’ by
zaroveén zabranovala uspéSnému pribéhu sani. Také dochazelo k zesilovani ziskané imunity
v pribéhu infestace. Dudlni vakcina se zd4 byt nejvhodnéjsi strategii pro vytvorfeni nové

vakciny proti klist'tam.
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7. ZAVER

V oblasti vyzkumu vakcin proti klistatim je potteba charakterizovat genomy raznych
druht klistat. To by mohlo vést k objeveni dalSich antigend. Ziskané antigeny by mély byt
jako rekombinantni proteiny podrobné prozkoumany k pochopeni jejich biologické funkce.
Na zakladé€ toho je pak mozné je vhodné pouzit jako vakcinu. Idealni vakcina by méla chranit

-----

patogenti.
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