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1. Uvod

1.1. Klistata

Klistata jsou globalné rozsifeni hematofagni ektoparazité parazitujici na savcich, ptacich,
plazech a obojzivelnicich. Z medicinského hlediska ptedstavuji vyznamné vektory pro fadu
patogenu zpusobujicich vazna onemocnéni obratlovcl véetné ¢loveka, a proto je dilezity
neustaly vyzkum V této oblasti.

Taxonomicky lze klist'ata zafadit do FiSe zivoc¢ichui (Animalia), kmene ¢lenovci (Arthropoda),
podkmene klepitkatct (Chelicerata), tfidy pavoukovct (Arachnida), podtiidy roztoc¢t (Acari),
fadu Parasitiformes a podiadu klistatovct (Ixodida), ktefi se dale déli na celedi
Nuttalliellidae, klistakoviti (Argasidae) a klistatoviti (Ixodidae). Nejvice zastupcti nalezneme
v ¢eledi Ixodidae, s 12 rody a 720 druhy, nasleduje ¢eled’ Argasidae se 4 rody a 186 druhy a

celed Nuttalliellidae, kam patii jediny druh Nuttalliella namaqua (Bowman et al., 2008).

Jiny zpisob déleni rozliSuje tvrda a mé&kka klistata. Tvrda predstavuji zéstupci z Celedi
Ixodidae, ktera maji charakteristicky sklerotizovany hibetni stitek (scutum) a mékka z ¢eledi
Argasidae, pokryta kozovitym obalem (integument). Tvrdd a mékka klistata se kromé
morfologie odlisuji také ve zptisobu ziskani potravy. Zastupci ¢eledi Argasidae maji pomérné
jednoduchou strategii. Na hostiteli saji opakované pomémé kratkou dobu v fadu minut
az hodin a svoji télesnou hmotnost dokazi zvysit 2krat az 10krat, pficemZ piebytecnou
tekutinu odvadi kycelnimi (koxalnimi) zlazami (Mans et al., 2011). Naproti tomu klistata
z Celedi Ixodidae v kazdém vyvojovém stadiu saji n€kolik dni az tydnd a télesnou hmotnost
dokazi zvysit az 100krat, nadbytecnou vodu z krve vylucuji zpét do hostitele slinnymi zlazami

(Goodman et al., 2005).

1.2. Obsah slin klistat

Sliny se tvofi ve slinnych zlazach, které jsou ulozené v ptedni Casti t€la klistéte. Slinné zlazy

jsou parovym organem, ktery tvarem pfipomina dva hrozny a béhem sani vypliuje velkou ¢ast



téla. Slinnymi vyvody ze zlaz se tekuty obsah dostava az do salivaria mezi chelicerami a

hypostomem. Odtud uz je sekretovany chelicerami ptimo do hostitele.

Produkce slin nastane ihned po piisati. Zpocatku v mensi mife, ale postupem casu,
se zvétSujicimi se zlazami piibyva i slin. Aby se zesililo piipojeni k hostiteli, klisté produkuje
tzv. cement, ktery funguje jako pojidlo. Tak se pevné ukotvi Ustni aparat v ran¢ a odolava

I mechanickému poskozeni (Mares et. Kopacek, 2008).

Brzy po priniku se tkan hostitele setkava s jednotlivymi komponentami slin. Ty jsou tvoiené
z vétSiny vodou, ionty a bioaktivnimi molekulami (zejména proteiny a lipidy). Proteiny a
lipidy plni riznou funkci, ale komplexné jako celek omezuji hostitelovu obranou reakci.
Bohuzel jen u malého procenta molekul zname jejich povahu a funkci. Obecné se zde nachazi

-----

imunomodulaéni faktory (Anderson et. Valenzuela, 2008).

Poranéni kize a mistnich cévek aktivuje hemostazu, ktera ma tfi slozky — vazokonstrikce,
agregace desticek a srazeni krve. Proti vSem si klist'ata dokéazala vytvofit strategii! K zajiSténi
dostate¢ného lokalniho pritoku krve jsou ve slinach vazodilataéni molekuly — prostacyklin a
ve velké mife prostaglandin E2. K zamezeni koagulace a funkce desticek ptisobi proteiny proti
trombinu, faktoru X a tkanovému faktoru a latky podporujici fibrinolyzu. Dale je zde apyraza,
zamezujici adhezi a agregaci desticek a mnoho specifickych proteinti zaméfenych na dilci déje

koagulace (Mares et. Kopacek, 2008).

Po uspésném omezeni hemostazy ptichdzi na fadu zanét jako soucast imunitni odpovédi. Jde
o slozity proces, s mnozstvim zucastnénych bun€k a interakci. Mezi hodné diskutované
molekuly s protizanétlivym ucinkem patii pfedev§im cystatiny — inhibitory cysteinovych
protedz, serpiny — inhibitory serinovych proteaz (Kotsyfakis et al., 2006), kindzy a lipokaliny

vazajici histamin (Ribeiro et. Mather, 1998), inhibitory komplementu a dalsi.

V imunitni reakci proti kliStatim hraji vyznamnou ulohu cytokiny. U zdravého jedince jsou
nepostradatelné v regulaci bunééné a humoralni odpovédi, a proto bylo pro klisté nezbytné
vytvorit strategii naruSujici cytokinovou imunoregulaci. V sekretovanych slinach jsou
proteiny blokujici jak produkci cytokind, tak samotné cytokiny. Vzijemny pomeér
produkovanych cytokinti Thl a Th2 se narusuje a ve vysledku jsou potlacené produkty Thl

subpopulace. ZvySuje se hladina IL-4 a IL-10 a pfevladne stimulace B lymfocytl, potazmo



produkce protilatek (Mares et. Kopacek, 2008). Naopak mnozstvi IFN-y, IL-2, TNF-a a IL-6
klesa, a tak i bunétna odpovéd’. Polarizace smérem Kk Th2 lymfocytim je tedy dalSim

ptikladem vytvofeni piihodnéjSich podminek pro uspésné sani klistéte (Kubes et al., 1994).

Exprese bioaktivnich molekul se méni béhem sani. Na poc¢atku, ve fazi pomalého sani jsou
ve slinach jiné molekuly (popf. v jiném poméru) nez ve fazi rychlého sani (Nuttal & Labuda,
2004). Tim je znacné ztizeny jejich vyzkum, ktery by do budoucna mohl pfinést pokrok

Vv 1é¢be autoimunit, hemostatickych poruch nebo nadort.

1.3. Imunomodulaéni mechanismy

K prvnimu kontaktu s hostitelem dojde na t€lnim povrchu, kdy kli$té pronikne pomoci saciho
organu (hypostomu) ktizi. Pii tomto procesu dojde k posSkozeni bunék epidermis, dermis a
mistnich cévek a vytvofeni hemostatické a imunitni odpovédi hostitele. Klist'ata, ale 1 dalsi
krev sajici parazité si proto ve snaze uniknout pied obrannymi mechanismy hostitele vyvinuli

fadu ucinnych latek potlacujicich nékteré tyto mechanizmy (Anderson & Valenzuela, 2008).

Na pocateCni anatomické poSkozeni a pfitomnost cizich molekul hostitel reaguje
nespecifickou imunitni odpovédi. V misté vpichu ihned po pfisati klistéte, je pro parazita
dialezité zamezit pocitu svédéni a bolesti, které by mohly odhalit jeho pfitomnost. Proto
se do rany jako jedny z prvnich dostavaji latky s antihistaminovym uc¢inkem, jinak by mohlo
dojit k odtrzeni klistéte od hostitele. Rozviji se zanétliva reakce a lokalné dochazi k infiltraci
ruznych populaci leukocytii. V této ¢asné fazi je potlacena aktivita makrofagli, NK bunék,
neutrofill, produkce NO makrofagy, alternativni cesta komplementu a fagocytoza (Kopecky
a Kuthejlova, 1998). Konkrétnim piikladem jsou sliny z klistéte Ixodes scapularis zamezujici
vazbé C3b a C5b sloZek komplementu na povrch bunék a tim se blokuje aktivace alternativni
cesty komplementu (Ribeiro 1987). Stejné¢ ucinn¢ pusobi sliny ztohoto druhu
proti neutrofiliim a to tak, Ze nemohou agregovat ani produkovat superoxidovy anion (Ribeiro
et al.,, 1990). Funkci NK bungk, potazmo produkci IFN-y suprimuje SGE z klistéte
Dermacentor reticulatus, vysledkem je naruseni rovnovahy cytokini uvolnénych Thl a Th2
lymfocyty (Kubes et al., 1994).



V pozd¢jsi fazi sani, kdy se uplatfiuje specifickd imunita, Se imunosuprese zaméfuje proti
TiB lymfocytim, pficemz omezuje jejich funkci diky neckvivalentni odpovédi na
proliferacni stimuly (Gillespie et al., 2001). Piikladem takové inhibice je protein Da-p36
objeveny u klistéte Dermacentor andersoni, ktery zabranujev déleni mitogenem
stimulovanym T lymfocytim (Bergman et al., 2000). Protein BIP izolovany z klistéte Ixodes

ricinus naopak inhibuje stimulované B lymfocyty (Hannier et al., 2004).

Pro Gplnost modulace zanétlivé odpovédi je nutné zminit evasiny — proteiny ze slin klistat,
které vazou chemokiny (malé peptidy s chemotaktickym a aktiva¢nim G¢inkem na leukocyty)
(Déruaz et al., 2008). Tyto protizanétlivé vazebné proteiny byly prvné objeveny u klistéte

Rhipiciphalus sanguineus a zatim zname 4 zastupce (Frauenschuh et al., 2007).

1.4, Slinami aktivovany prenos

Vyse popsané imunomodula¢ni mechanismy jsou vyhodné nejen pro parazita, ale dokonce
jsou vyuzivany nékterymi patogeny, jako bakteriemi, viry a protozoalnimi parazity.
V 90. letech 20. stoleti byl na zakladé poznatkii o zptsobu Sifeni patogenti zaveden pojem
SAT (saliva-activated transmission). V podstaté se jedna o usnadnéni $ifeni patogent ze slin
vektora do téla hostitele vlivem potlacené imunitni reakce. Prvné byl jev pozorovan u viru
Thogoto (Jones et al., 1989), pozdéji také u viru klistové encefalitidy, spirochét lymeské
borelidozy (Nutall et al., 1999) atd. Dokonce bylo zjisténo, Ze se tyto SAT faktory vzajemné
odliSuji v zavislosti na druhu vektora, patogena 1 hostitele (Nuttal & Labuda, 2004). Zvlastnim
jevem je piitomnost SAT faktori pouze ve slinach kliStéte sajiciho né€kolik dnd nikoliv

U nenasatého jedince (Nuttal & Labuda, 2004).

Kromé ptenosu patogena na hostitele, se sliny podili na jeho Sifeni v klistéci populaci.
Vzhledem k tomu, Ze zvitata byvaji mnohdy napadena vétsim mnozstvim parazit (klist’at),
snadno dojde k neviremickému ptenosu na doposud neinfikované klisté, pricemz v Krvi

hostitele virus neni detekovan (Jones et al., 1992).



1.5. Charakteristika zkoumanych druhi klist'at

Pro ucely diplomové prace bylo vybrano 11 druhti tvrdych klistat, u kterych byla zkoumana

anti-TNFa aktivita. Nize je u kazdého z nich stru¢ny popis Zivotni strategic a ekologie.

1.5.1. Ixodes ricinus

Obr. 1: Ixodes ricinus (A) (wwwe.scalibor.cz); vyskyt (B) (www. wikipedia.org).

Ixodes ricinus neboli klisté obecné (obr. 1A) je jednim z nejbézné&jsich druhti klistat v Evropé
(obr. 1B) (Medlock a kol. 2013). Je rozsitené od jizniho Portugalska az po Norsko a Rusko,
kde parazituji nizsi vyvojova stadia na ptacich, menSich savcich, plazech a dospélé samice
zpravidla na vétsich obratlovcich (Goodman et al, 2005). Béhem vyvojového cyklu, ktery trva
2-3 roky v zavislosti na konkrétnich podminkach klisté vystiida stadium larvy, nymfy a
dospélce (Goodman et al, 2005). V kazdém z téchto obdobi parazituje na jednom hostiteli
v fadu nékolika dni a po dokonceni stddia odpadd a prodéla metamorfézu; jedna se
0 tzv. tithostitelsky zivotni cyklus. V naSich podminkach je bézné, Ze pievlékani nastava
Vv prubéhu Iéta, a tak béhem jara a podzimu nachazime vice ptisatych jedinct. Dospéli samci
potravu nepfijimaji, pouze oplodni samici v ¢ase, kdy sama saje. Oplodnéna a plné nasata
samice odpada, aby nakladla vajicka (1000 az 3000 ve sntsce), z kterych se pozdé€ji stanou
larvy, zahy pfitom hyne (Gray 1998).

Ixodes ricinus vyhledava dostatecné vlhka mista, jako jsou listnaté a jehli¢naté lesy, louky,

pastviny a parky s relativni vlhkosti vzduchu okolo 80 % (Medlock a kol. 2013). Pii lovu


http://www.scalibor.cz/

aktivné vyckava na vegetaci s doSiroka rozevienymi piednimi koncetinami. V této pozici
vnimd piitomnost hostitele diky specializovanému Hallerovu orgénu, ktery je citlivy
na vydechovany oxid uhli¢ity, teplotu a tlak (Medlock et al., 2013).

Ixodes ricinus napada i vétsi obratlovce véetné Clovéka. Stava se tak uc¢innym vektorem
pro prenos fady patogend zpisobujicich vazna onemocnéni naptiklad lymeskou borelidzu,
klistovou encefalitidu, lidskou granulocytarni anaplazmézu, tularémii nebo babezidzu

(Medlock et al., 2013).

1.5.2. Ixodes scapularis

Obr. 1 : Ixodes scapularis (A) (www.wikipedia. org); vyskyt (B) (www.wikipedia.org).

Ixodes scapularis (obr. 2A) parazituje zejména na jelenci béloocasém, ale ve stadiu larvy nebo
nymfy mize napadat mysi, jeStérky nebo ptaky (Aliota et al., 2014; Levine et al., 1997). Areal
vyskytu Ixodes scapularis (obr. 2B) se shoduje s habitatem jelence béloocasého, nejbéznéjsiho
hostitele, podle kterého v anglické literatufe nese jméno ,.deer tick™. Ixodes scapularis
prodélava tiihostitelsky cyklus, kdy kazdé stadium potiebuje jiného hostitele. Dospé€la samice
saje priblizné 4 az 5 dni, poté odpadne a piezimuje. Na jafe poc¢atkem biezna naklade stovky
az tisice vaji¢ek. Ixodes scapularis je pomérné vytrvaly druh, nevadi mu teploty ani okolo
0 °C a neni vyjimkou, Ze u mirnych zim, zlistdva aktivni po cely rok. Proto se Casto nachazi

6


http://www.wikipedia/

zvyseny pocet sajicich klist’at na jednom hostiteli, coz s sebou nese fadu rizik, v¢etné snazsiho
pfenosu patogenti. V Severni Americe usnadiuje Sifeni lymeské boreliozy (nejcastéji),

babezidzy a lidské granulocytarni anaplazmézy (Aliota et al., 2014).

1.5.3. Ixodes hexagonus

Obr. 3: Ixodes hexagonus (A) (www.wikipedia.org); vyskyt (B) (www.discoverlife.org).

Ixodes hexagonus (obr. 3A) je hojné rozsiten v Evropé a na severozapadé Afriky (obr. 3B),
pfi¢emZ preferuje méstskd a priméstskd stanovisté. Znamym krevsajicim parazitem je ve
Velké Britanii, kde denzita vyskytu vzrista od severu k jihu. Hlavnim hostitelem je jezek a
liska, ve méstech psi a kocky. Ojedinéle parazituje na hlodavcich, jezevcich, poptipadé
¢loveéku. Prodélava opét ttihostitelsky cyklus. Nejvyssi aktivity dosahuje na jafe a na podzim
a stejné jako Ixodes ricinus ptenasi spirochety Borrelia burgdorferi (Piesman et. Gern, 2004).
Obecné je vSak povazovan za méné vyznamného vektora, protoze se specializuje na uzké
spektrum hostiteld. Naproti tomu ve Spanélsku je Ixodes hexagonus z veterinarniho hlediska
obavany druh, ktery pienasi prvoka Theileria annae zptsobujiciho babeziézu u pst
(Camacho et al., 2003).


http://www.wikipedia.org/
http://influentialpoints.com/Gallery/Ixodid_Ticks_Ixodes.htm#ecopie
http://influentialpoints.com/Gallery/Ixodid_Ticks_Ixodes.htm#ecocmc

1.5.4. Ixodes persulcatus

Obr. 4: Ixodes persulcatus (A) (www.wikipedia.org); vyskyt (B) (Esteve-Gassent et al., 2016).

Ixodes persulcatus (obr. 4A) je parazitem domacich i divokych zvitat a ¢lovéka. Larvalni
stadia napadaji mensi obratlovce, psy, kocky, hlodavce a jezky (Uspensky, 2003). Dospéla
samice obvykle saje 6-10 dnti, poté odpadne a naklade 20004000 vajicek (Uspensky, 2003).
Délka Zivotniho cyklu je do jisté miry zavislad na klimatickych podminkach, ale ve vétSing
piipadu trva 3 roky, nez se z larvy stane dospélec (Uspensky, 2003). Ixodes persulcatus
se vyskytuje v pasu od Baltského mote az po Tichy ocean (obr. 4B), kde zije ve smiSenych
lesich, a proto byva oznacovan jako klisté tajgy (Uspensky, 2003). Vyhledava vlhka, mirné
stinna stanovisté s vysokou travou napf. paseky, rokle, biehy potokt apod. Ixodes persulcatus
se v téchto oblastech vyznamné podili na Sifeni lymeské borelidzy, vychodniho a sibifského

podtypu klistové encefalitidy a babeziozy (byla pozorovana i koinfekce) (Uspensky, 2003).


http://www.wikipedia.org/

1.5.5. Rhipicephalus sanguineus

Obr. 5: Rhipicephalus sanguineus (A) (www.influentialpoints.com); vyskyt (B)

(www.discoverlife.org).

Rhipicephalus sanguineus nebo také ,,brown dog tick® (obr. 5A) je celosvétové nejvice
rozsiteny druh klistéte (obr. 5B). Je ptizptusobeny k zivotu v uzavieném prostoru a relativné
konstantnim podminkam, které predstavuji zahrady nebo utulky (Dantas-Torres et al., 2010).
Prod¢lava ttihostitelsky cyklus a jeho typickym hostitelem je pes, ziidka jiné domaci zvite
nebo ¢loveék. Ve srovnani s jinymi druhy (kromé rodu Rhipicephalus) ma kratsi hypostom,
kterym se pevné ptichyti k hornim vrstvdm kize, pfedev§im na hlavé€, v usich nebo na zadech.
V zavislosti na stadiu saje rizné dlouhou dobu. Dospéla samice ptiblizné jeden tyden, pak je
oplodnéna a mize se odpojit a naklast vajicka (Dantas-Torres et al., 2010). V teplejsich
klimatickych podminkach, dokonéi az 4 generace za rok, coz usnadiuje $iteni psi ehrlichiozy,
babezidzy, sttedomoiské skvrnité horecky a hore¢ky Skalistych hor (Dantas-Torres et al.,
2008).


http://www.influentialpoints.com/

1.5.6. Rhipicephalus appendiculatus

Obr. 6: Rhipicephalus appendiculatus (A) (www.influentialpoints.com); vyskyt (B)

(www.discoverlife.org).

Rhipicephalus appendiculatus (,,brown ear tick®) (obr. 6A) parazituje na nejriznéjSich
prezvykavcich a dalSich teplokrevnych jihovychodni Afriky. Jak nadzev napovida, na svych
hostitelich saje v oblasti usnich boltct nebo o¢nich vicek a v okoli fitniho otvoru (Perry et al.,
1991). Prodélava tiihostitelsky cyklus, ktery mize absolvovat za vhodnych podminek béhem
3 mésict, v jiznich oblastech to byva jeden rok. VSechna stadia mohou sat spole¢né na jednom
hostiteli a mnohdy jsou nalézany ve vysokém poctu, az 1000 klistat na jednoho hostitele
(Perry et al., 1991). Proto zemédé¢lci aplikuji na dobytek akaricid jako preventivni prostfedek
pred klistaty navzdory tomu, Ze se metoda ¢asem stava finanéné naro¢nou a mnohdy ne zcela
uc¢innou (Perry et al., 1991). Rhipicephalus appendiculatus se vyskytuje pouze v Africe v jizni
a vychodni ¢asti kontinentu (obr. 6B). Lze ho snadno zaménit s Rhipicephalus zambeziensis,
ale na rozdil od n¢j je R. appendiculatus vektorem parazitickho prvoka Theileria parva, ktery
zpusobuje horeCku vychodniho pobftezi, fatdlni onemocnéni skotu. Dale umoziluje pirenos

Anaplasma bovis, Rickettsia conori a dalsich patogent (Perry et al., 1991).
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1.5.7. Rhipicephalus pulchellus

(www.discoverlife.org).

Rhipicephalus pulchellus (obr. 7A) je morfologicky snadno rozpoznatelny podle
ornamentti na hibetnim $titku. Zije v savanach, stepich a poustich severovychodni Afriky,
hlavné v Etiopii a Somalsku (obr. 7B). Prod¢lava tiihostitelsky cyklus a nejvyssi aktivity
dosahuje v obdobi desti. Saje krev na celé fad¢ hostitelii, mezi nimiz pievladaji zebry,
antilopy, velbloudi, ovce nebo kozy a ndhodné také ¢lovék. Casto se piichyti na spodni
strané t€la — na hrudi, genitaliich a okolo fitniho otvoru (Walker, 2001). I ptes Spatné
pristupna mista mohou tyto parazity odstranit ptaci (Klubakoviti) a poslouzit jim jako
potrava (Weeks, 2000). V n¢kterych oblastech s vys$§im vyskytem ma vliv na mistni
hospodarstvi, konkrétné dojde k velké ztraté krve u skotu a ke sniZeni zivo¢iSné produkce.
Navic jako vektor pfenasi nairobskou nemoc ovci, klistovy tyfus a africkou theileriozu,
ktera je patogenni u antilop, ale benigni u dobytka (hore¢ku vychodniho pobfiezi vSak
nepienasi) (Walker, 2001).

11


http://www.influentialpoints.com/

1.5.8. Dermacentor marginatus
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Obr. 8: Dermacentor marginatus (A) (www.wikipedia.org); vyskyt (B) (Rubel et al., 2016).

Dermacentor marginatus, pijak stepni (obr. 8A) saje na $irokém spektru hostitelt, nizsi stadia
na mensich savcich, dospélci nejéastéji na ovcich a jinych domestikovanych zviratech,
vyjimecné i na lidech (Walter et al, 2016). Tiihostitelsky vyvojovy cyklus trva jeden az dva
roky v zavislosti na klimatickych podminkach. Je rozsifeny ve stepnich oblastech od severni
Afriky pfes stfedni Evropu az do franu, Kazachstanu a stfedni Asie (obr. 8B) (Walter et al,
2016). Je jednim ze dvou druht pijakua zijicich v Evropé. Dermacentor marginatus je spise
teplomilny, ale v diisledku globalniho oteplovani se §ifi také do severnich oblasti. Opét prenasi

mnozstvi patogent napiiklad Rickettsia slovaca, Rickettsia raoulti, Coxiella burnetti, TBE

virus, rizné druhy Anaplasmy a dalsi (Walter et al, 2016).
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1.5.9. Dermacentor reticulatus
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Obr. 9: Dermacentor reticulatus (Foldvari et al.,2016); vyskyt (B) (Rubel et al., 2016).

Dermacentor reticulatus, pijak luzni (obr. 9A) je druhym z dvojice evropskych pijaku.
Prod¢lava tiihostitelsky cyklus a parazituje na vice nez 60 riznych druzich domacich nebo
divokych zvitat (Foldvari et al., 2016). B&€Zné saje ve skupinkach, coz zpusobuje viditelné 1éze
v srsti a lokalni zanét (F6ldvari et al., 2016). Délka piti se 1i$i od 7 az po 15 dnt s ohledem na
roéni obdobi (Féldvari et al., 2016). Zivotni strategie Dermacentor reticulatus je téméf idealn.
Vynika v rychlé reprodukei, velkém podtu vaji¢ek ve sntisce — okolo 7200 (Simo et al., 2004)
a adaptabilité k neptiznivym podminkam. Dospélci jsou schopni piezit az 4 roky bez piijmu
potravy (Foldvari et al., 2016) nebo nékolik mésicti pod vodou. Nejvice aktivni je na pfelomu
bfezna a dubna, ale v podstaté se s nim mizeme setkat v prubéhu celého roku, protoze odolava
i teplotam -10 °C (Foldvari et al., 2016). Vyskytuje se v mirném pasu v uzkém pruhu od
severniho Portugalska po stfedni Asii (obr. 9B). Vzhledem k Sirokému spektru hostiteld je
vyznamnym Vektorem rtznych patogenti zpusobujici Omskou hemoragickou horecku, psi

babesiozu, klistovou encefalitidu aj. (Foldvari et al., 2016).
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1.5.10. Haemaphysalis concinna

Obr. 10: Haemaphysalis concinna (A) (www.naturabohemica.cz); vyskyt (B)

(www.discoverlife.org).

Haemaphysalis concinna (obr. 10A) je morfologicky zaménitelny s pijaky rodu Dermacentor,
ale na rozdil od nich, Haemophysalis concinna nema vyvinuté o¢i a je tmavsi barvy (Rosicky,
1979). Je typickym parazitem hlodavci, kopytnikil, ojedinéle ptakd, plazi nebo ¢lovéka. Nizsi
vyvojova stadia preferuji mensi hostitele, kdezto dospélci saji na vétSich obratlovcich
(Rosicky, 1979). Nejvyssi aktivity dosahuje na prelomu dubna-kvétna a v srpnu (Rosicky,
1979). Areal vyskytu je pom&mé §iroky, zahrnuje Cinu, Rusko, Francii, Némecko a Polsko
(obr. 10B) (Teng and Jiang, 1991). Upfednostiiuje vihka mista jako louky, biehy tokd a luzni
lesy. Co se tyCe patogenl, byl zaznamenan pienos Francisella tularensis, Rickettsia

sibirica, Rickettsia heilongjiangensis, viru ruské jaro-letni encefalitidy a klistové encefalitidy.
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1.5.11. Amblyomma americanum

Obr. 11: Amblyomma americanum (A) (www.wikipedia.org); vyskyt (B)

(www.wikipedia.org).

Klist¢ Amblyomma americanum (obr. 11A) Ize snadno rozpoznat podle svétlé skvrny na piedni
¢asti scuta a jemného teCkovani na zbytku hibetu. Kazdé stadium vyzaduje krmeni na jiném
hostiteli tzn. ze prodélava tiihostitelsky cyklus. Napada piedevsim jelence béloocasé, divoké
krocany a dalsi obratlovce, véetné ¢loveéka. Povazuje se za vysoce zivotaschopny a agresivni
druh. Samice saje 7 dni, poté odpadne a naklade okolo 5000 vaji¢ek v jediné sniiice. Zivotni
cyklus za vhodnych podminek trva jen 2 roky. Navic se V posledni dobé objevuji zaznamy
0 spojitosti mezi kousnutim tohoto klistéte a alergii na ¢ervené maso. Pacienti maji specifické
IgE protilatky proti oligosacharidovému epitopu — galakt6zo-a-1,3-galaktoze, ktery je
na povrchu bunék hovéziho, vepfového a jehnéciho masa (Commins et al., 2009). Klisté
Amblyomma americanum se rozsifilo na vychodnim pobiezi USA (obr. 11B). Uptednostiiuje
mista hustého lesniho porostu nebo vysoké travy, kde aktivné vyckava na vrcholu porostu
(Anderson et al., 1993). Diky snadnému transportu na hostitelich se jeho populace rozsifuje
smérem na sever i na jih a zptisobuje problémy v riiznych odvétvich. Je obavanym parazitem
domécich zvitat v€etné pst a kocek, miize se podilet na thynu jelence béloocasého, prenasi
nekolik zdvaznych onemocnéni a pravdépodobné po kousnuti vznikd anafylaxe na Cervené

maso. K zavaznym chorobdm patii ehrlichioza, STARI (pravdépodobné pienasi
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Borrelia onestari), Q horecka a tularémie. Naopak pifenos lymeské boreliozy zatim nebyl
prokazan (Ledin et al., 2005).

1.6. Tumor necrosis factor alfa

Gen pro tumor necrosis factor alfa (TNF-a) lezi na chromozomu 6p21.3, ma velikost asi 3 kb
a obsahuje 4 exony, pticemz posledni z nich koéduje vice nez 80 % produkovaného proteinu
(Nedwin et al., 1985). Je c¢lenem velké rodiny TNF, kam patii dal$ich 18 ligandi a
29 receptrori (Heider et al., 2009) napt. TNF-B, lymfotoxin a a B, Fas ligandy a jejich
receptory atd. Poprvé byl izolovan v roce 1975 Carswellem a kolektivem, ve snaze urcit
cytotoxicky faktor zodpovédny za nekrozu (Heider et al., 2009). V organismu plni mnoho
uloh, které souvisi s regulaci imunitni odpovédi, indukci zanétu, bunécnou smrti, kachexii,
horeCkou (endogenni pyrogen), inhibici tumorogeneze a virové replikace. Mnozstvi
pleiotropnich G¢inki patrné souvisi S pocetnymi bunéénymi populacemi, které tento cytokin
produkuji. Jsou to naptiklad makrofagy, T lymfocyty, mastocyty, granulocyty, NK buiiky,
fibroblasty, neurony, keratinocyty a buiiky hladké svaloviny (Tracey et al., 2008). Tyto bunky
netvoii TNF-a samovolng, ale potiebuji stimul v podob¢ bakterialniho lipopolysacharidu nebo
interleukinu IL-1, IFN-y anebo GM-CSF (Konik et al., 2006).

Pro tplnost bych jesté zminila, Ze TNF-a se také ti¢astni metabolizmu lipidovych kyselin
(Chen et al., 2009), koagulace a fibrinolyzy (Levi et al., 2006). Je proto nepostradatelny
pfi udrZzeni homeostazy organismu. Lokalni zvySeni koncentrace TNF-a ma podobu zané&tu
S typickym otokem, zvySenou teplotou, zarudnutim a bolesti. Naopak systémové zvySeni
iniciované LPS apod. vede krozvinuti septického Soku (Minnel et al., 1999). Nizka
koncentrace TNF-a z dlouhodobého hlediska vede k celkovému neprospivani a kachexii,
jak tomu byva u pacientti s nadorovym onemocnénim (Beutler et al., 1985). (Pro tuto vlastnost

se mu dfive fikalo kachexin).

Paklize by doslo ke snizeni jeho sekrece nebo aktivity, disledkem by byla nedostate¢nost
imunitni odpovédi a vitbec celkové selhani obrannych mechanizmi proti nékterym patogentim
(Kaplan et al., 1996). V opa¢ném piipadé, kdyby se tvotilo vice TNF-a oproti normalnimu
stavu, organizmus by zareagoval pfehnané, coz by vedlo k autoimunitnimu onemocnéni (Heel

et al., 2002). To je jeden z hlavnich divodd, pro¢ se inhibitor TNF-a pouziva k biologické
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1é€be autoimunit jako je revmatoidni artritida, zanétlivd onemocnéni stifev, ankylozujici

spondylitida, psoriaza a dalsi (Constantin et al., 2004).

TNF-a je primarné produkovany Vv podobé¢ transmembranového proteinu (tmTNF-a) typu Il
0 velikosti 26 kDa (Horiuchi et al., 2010). Stabilitu molekuly zajist'uje homotrimerni struktura
a zvonovity tvar molekuly, ktery je znakem pro TNF rodinu, ale zaroven pro nckteré
povrchové Casti obalenych virt,, zejména satellite tobacco necrosis virus (Eck and Sprang,
1989). Integrovana membranova molekula umoziuje bunikam pfimou komunikaci bez dalsich
prenasect informace (Heider et al., 2009). TmTNF-a se mize v nékterych ptipadech chovat
jako ligand a jindy jako receptor. To je zasadni rozdil oproti druhé, solubni formé, ktera
zprostiedkovava pienos signalu do vzdalenych mist od sekretujici buiiky (Horiuchi et al.,
2010). Jinym dualezitym aspektem tmTNF-a je posttranslaéni modifikace (fosforylace)
serinovych zbytkl v intracelularni doméng, ktera patrné slouzi k regulaci funkce (Horiuchi et
al., 2010).

Solubni forma (STNF-0) vznika z transmembranové enzymatickym $tépenim a ma velikost
17 kDa (Horiuchi et al., 2010). K pifeméné dojde oddélenim extracelularni ¢asti tmTNF-a
za pomoci metaloproteazy TNF-a converting enzyme (TACE; ADAM17) (Tang et al., 1996).
Po odstépeni noveé vzniklého STNF-a se zbytek transmembranové formy pienese do jadra
buiiky produkujici tmTNF-a (Domonkos et al.,2001). Trimerni sTNF-a neni zdaleka tak
stabilni jako tmTNF-a, a proto ma v organismu tendenci k disociaci na protomery, které jsou
v koncentracich men$ich nez nanomolarnich, tim STNF-a ztraci svou biologickou aktivitu
(Wajant et al., 2003). Strukturu protomert tvoii atiparalelni B-skladané listy z antiparalelnich

B-fetézcd usporadané do tzv. ,,jelly roll* (Wajant et al., 2003).

1.7. Receptory TNFR1 a TNFR2

Biologicka aktivita TNF ligandt je zprostiedkovana vazbou na specifické receptory.

Jak tmTNF-a, tak sTNF-a jsou ve form¢ trimeru vazany z ¢asti homolognimi povrchovymi
receptory TNFR1 (TNF receptor type 1; CD120a; p55/60) a TNFR2 (TNF receptor type 2;
CD120b; p75/80) (Theiss et al., 2005). Podobné jako ligandy, jejich receptory vytvari
strukturu trimeru. Prvni typ, TNFR1, je exprimovany na vétsin¢ bun¢k s riznou hustotou a

vaze ob€ formy TNF-a. Na rozdil od TNFR1, druhy receptor TNFR2 je ptfitomen pouze
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V cytoplazmatické membrané¢ bun€k imunitniho systému (pfedevsim na T lymfocytech) a
reaguje jen s membranovou formou. Pfesné pfic¢iny rozdilnych vazeb receptori nebyly zatim
popsany (Haider et al., 2009).

Spoleénym znakem receptort je ptitomnost intracelularnich a extracelularnich domén, které

svou strukturou zajist'uji specifickou vazbu ligandu a pfimy pfenos signalu burice.

Ve své extracelularni doméné obsahuji 4 konzervativni mista bohata na cystein, ktera jsou
klicova v interakci s ligandem (Wajant et al., 2003). Bylo prokazano, ze distalni oblast, ktera
se nazyva PLAD (pre-ligand binding assembly domain), udrzuje TNFR1 a TNFR2
v konformaci, ktera zabranuje spontanni autoaktivaci, usnadiiuje vazbu ligandu a v neposledni

fad¢ vznik trimerizovaného receptoru (Chan et al., 2000).

Ulohu receptorii v organismu definuje nékolik in vivo pokust. Flynn et al. (1995) infikovali
mysi bez TNFR1 bakteriemi Mycobacterium tuberculosis. Prokazali, ze TNFR1 je nezbytny
vV ochran¢ nejen pted infekci, ale také pted reaktivnimi formami dusiku z makrofagi a

nasledky nekrozy.

Kim et al. (2006) se zaméfili na receptor TNFR2. Obdobné jako v piedeslé praci infikovali
TNFR2-deficitni mysSi. Z experimenti vyvodili, Zze preziti bc¢hem klonalni expanze
pomocnych i cytotoxickych T lymfocytt silné zavisi na TNFR2. Kaskada navazujicich dé&ju
u kontrolnich jedinci vedla az klokalni akumulaci efektorovych bunék a likvidaci
intracelularniho patogena. Pokusna zvitata s deficittem TNFR2 proto trpéla na oddalenou

likvidaci patogena.

Po shrnuti poznatki mize byt TNFR1 oznacen jako primarné odpovédny za zahajeni zanétlivé
odpovédi, kdezto komplexni kontrolu imunitniho systému lze ptfisuzovat receptoru TNFR2
(Naudé¢ et al., 2011).

1.7.1. TNFR1 signalizace

Spojeni ligandu TNF-a s receptorem TNFR1 je kli¢ovym stavem pro aktivaci signalnich drah,

které v bunice vyvolavaji dva rtizné stavy, apoptézu nebo aktivaci transkripcnich faktora a

naslednou proliferaci. Disledkem je celkova regulace zanétlivé odpovédi.

18



V intracelularni ¢asti mizeme u TNFR1 nalézt death doménu (u TNFR2 nikoliv), ktera je
za b&znych podminek inhibovana proteinem SODD a Kk pienosu informace nedochazi (Jiang
et al., 1999). Jina situace nastane po vazbé TNF-a na TNFR1. Molekula SODD disociuje a
misto ni Se navaze protein TRADD, tak dojde ke spusténi jedné ze tii signalnich drah (Hsu et
al., 1995).

TRADD ma funkci adaptorové molekuly a umoziuje ptenos signalu bud’ smérem k apoptoze,
nebo k proliferaci. Pokud je cilem proliferace bunky, TRADD vytvafi signaly pro vznik
komplexu I. Ten je slozeny z receptoru TNFR1, proteint TRADD, RIP a TRAF2. Komplex |
umozni aktivaci transkripéniho faktoru NFkB (nuclear factor kB) prostfednictvim fosforylace
MAP kinaz. Efekt aktivovaného transkripcniho faktoru NFkB pisobi na proliferaci a regulaci
zanétu, onkogenezi nebo bunécny stres (Heider et al., 2009). Je schopny proniknout do jadra
buiiky a spustit pfepis anti-apoptotickych gent clAP-1, clAP-2, cFLIP, TRAF1, a TRAF2
(Naudé et al., 2011).

Alternativni draha, ktera je naopak pro bunku fatalni, se odliSuje ve fazi vytvoreni komplexu.
Opét protein TRADD iniciuje seskupeni nékolika molekul, ale v tomto piipadé se TRADD —
RIP — TRAF2 jako celek uvolni od receptoru TNFR1. Nasleduje pfipojeni proteinu FADD a
prokaspazy-8 na TRADD a vznikd komplex II. Komplex Il aktivuje fadu dalSich
intracelularnich kaspaz az na konec dojde k apoptoze (Wang et al., 2008).

Tteti mozna signalizace zahrnuje stejné navazané proteiny TRADD-RIP-TRAF2, a navic jesté
kinazu ASK1. Pozd¢jsi d€je zahrnuji z velké ¢asti fosforylace riiznych molekul véetné MAP
kinaz a v terminalni ¢asti fosforylaci JNK a p38. Podobn¢ jako predesla draha, i tato konci

buné¢nou smrti (Haider at al., 2009).

1.7.2. TNFR2 signalizace

Receptor TNFR2 preferencné vaze tmTNF-a a do jisté miry ma opacny efekt nez vazba

s TNFR1 (Horiushi et al., 2010). Ve srovnani s drahou zahrnujici TNFR1, je signalizace
pies receptor TNFR2 jen malo prozkoumana, ale patrné se podili na patogenezi zanétlivych
onemocnéni. U pacientl s revmatoidni artritidou (Constantin et al., 2004) nebo systémovym
lupusem (Morita et al., 2001) byl pozorovan polymorfismus M196R v receptoru TNFR2, ktery

je pravdépodobné asociovan se systémovym zanétlivym onemocnénim.
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Signalni molekuly pies TNFR2 jsou do jisté miry stejné jako u TNFR1, ale v kone¢ném efektu
na bunku se lisi. V intracelularni ¢asti nezahrnuje Zadnou doménu smrti, presto TNFR2 muize
piimo interagovat s TRAF proteiny a vyuzit stejnych pienasect signalu jako TNFR1 (Haider
at al., 2009). Za pomoci TRAF2 proteinu se aktivuje fada MAP kinaz a nakonec JNK.
V navaznosti na dalsi kinazy pres komplex TRAF3 se aktivuje NFkB, coz vede ke stimulaci
transkrip¢nich faktord a proliferaci (Cho at al., 2003). Zasadni rozdil v aktivaci NFkB oproti
stimulaci TNFR1, je ¢asova prodleva. TNFR1 dokaze aktivovat NFkB v ramci minut, kdezto
u TNFR2 jsou to hodiny (Naudé et al., 2011).

Jiné podnéty mohou v burice zpisobit apoptdzu i piesto, ze TNFR2 neobsahuje death doménu.
Tuto skute¢nost vysvétluje model vzajemné interakce a provazanosti signali TNFR1 a TNFR2
(u bunék, kde jsou ptitomné oba receptory) (Naudé et al., 2011). Kli¢ovou molekulou
v komunikaci mezi receptory je TRAFL. Ta je syntetizovan po aktivaci NFkB drahou
pfes TNFR1. Vznikld molekula TRAF1 je zaclenéna v signdlnich drahach obou receptori a
regulaci jejiho mnozstvi v bufice se receptory vzajemné ovliviuji. Paklize setrvava signal
aktivace NF«B, syntetizuje se vice TRAF1 a buiika je chranéna pied apoptézou (Naudé et al.,

2011). Opacna regulace vede k bunééné smrti.

Mimo vyse popsané efekty TNFR2 byl pozorovan také vliv na modulaci bunécné adheze,
migraci, reparaci poskozenych bunék, pteziti bunék a angiogenezi (Zhang et al., 2003).
TNFR2 je zapojeny také v reverzni signalizaci, kdy po spojeni tmTNF-a a TNFR2 se potlaci

jednak exprese cytokini a jednak se utlumi apoptéza bunek prezentujicich tmTNF-a..

TNFR2 je proto dulezitym regulatorem funkce T lymfocytt (Eissner et al., 2004).

1.8. Inhibice TNF-a

Nedilnou soucésti strategickych mechanismii klistéte, je obrana proti ptisobeni cytokinti.
Ty jsou pro imunitni systém hostitele nepostradatelnym prosttednikem v regulaci odpovédi,
a proto ve vyvoji paraziti doslo k vytvoreni fady molekul zamétenym proti prozanétlivym
cytokinim. Anti-cytokinovou aktivitu zprostfedkovanou piimou vazbou molekuly a

cytokinu popisuji n€které prace jako napiiklad ,,Identification of an IL-2 binding protein
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in the saliva of the Lyme disease vector tick, Ixodes scapularis® (Gillespie et al., 2001) nebo
,ZAnti-interleukin-8 activity of tick salivary gland extracts® (Hajnicka et al., 2001). Druha
uvedena prace se tykala skupiny klist'at (Dermacentor reticulatus, Amblyommma
variegatum, Rhipicephalus appendiculatus, Haemaphysalis inermis a Ixodes ricinus),

u kterych byl ve slinach nalezen vazebny protein pro IL-8 (Hajnicka et al., 2001). Neptima
inhibice cytokint byla objevena v SGE z klistéte Dermacentor andersoni, kde SGE zabranil
produkci IL-1, TNF-a, IL-2 a IFN-y (Ramachandra et al., 1992).

Pokud se jedna o anti — TNF aktivitu, lze fici, Ze byla dlouho dobu popisovéna jako inhibice
produkce aktivniho cytokinu (Gwakisa et al., 2001). Jako ptiklad lze uvézt protein IRIS
(43kDa) izolovani z klistéte Ixodes ricinus, ktery mél mnoho imunosupresivnich vlastnosti
vcetné potlaceni produkce IL-6, IL-8 a TNF-a (Prevot et al., 2009). Jinym proteinem
s podobnym charakterem je Sialostatin L (12,5kDa) z klistéte Ixodes scapularis, ktery v mensi
mife také potlacuje sekreci TNF-a a pravdépodobné usnadnuje pienos spirochét Borrelia
burgdorferi do hostitele (Kotsyfakis et al., 2010). Prvni experiment prokazujici pfimy u¢inek
slin/SGE z klistéte Ixodes ricinus na TNF-a popisuje az Konik et al. (2006).

Pokud bychom hledali u jinych organizmii podobny mechanismus imunosuprese, ktery by se
zameétoval na sekretovany TNF-q, tak je popsan jen u nékolika mélo druhti (uvedenych nize),

ktefi si dokonce nejsou ani blizce pfibuzni.

1.8.1. Vazebnv protein

Nejprimitivnéjsi zastupci, U kterych byly nalezeny antagonisté TNF-a jsou poxviry. Tyto
vazebné proteiny napodobuji domény TNF-a receptort u hostitelti, a tak snadno vazi i malé
koncentrace cytokinu (Rahman and McFadden, 2006).

Existuji téi skupiny poxviri, které exprimuji TNF-o vazajici faktory — Leporipoxviry (s T2
proteiny), Orthopoxviry (s CRM proteiny) a Yatapoxviry (s TNF-BP proteiny) (Masmudar et
al., 2009). Inhibici zprostiedkovavaji riznymi mechanismy napf. napodobuji cysteinovou
strukturu sav¢iho receptoru, imituji PLAD doménu (virus Myxoma, protein M-T2) nebo
dokonce maji podobnou sekvenci s MHC antigeny (Yatapoxviry) (Masmudar et al., 2009).

K hlavnim popisovanym poxvirdm s anti TNF-a vazebnym proteinem patii virus Varioly
kodujici protein VARV-CrmB (Gileva et al., 2009). Stejn¢ jako ostatni CRM proteiny
od Orthopoxvird, na svém povrchu nese dvé proteinové domény S odliSnou funkci
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(Tsyrendorzhiev et al., 2014). Prvni, N terminalni doména, je zodpovédna za vazbu TNF-q.
Druha, C terminalni doména, umoziiuje vazbu jinych chemokinu (Alejo et al., 2006).
Zajimavou skupinou jsou Tanapoxviry fazené k Yatapoxviram. U Tanapoxviru byl
identifikovany protein TPV-2L, vazajici s vysokou afinitou TNF-a, ale s ostatnimi cytokiny
z rodiny TNF neinteragoval (Masmudar et al., 2009). Pii podrobném vyzkumu se ukazalo,
ze sekvence TPV-2L je zvelké ¢asti homologni k sekvenci tézkého fetézce MHC-I
(Masmudar et al., 2009).

1.8.2. Enzymatické stépeni

Pomérné nedavno byl izolovany enzym z hadiho jedu Bothrops moojjeni (BmooMP-alpha-I)
inhibujici TNF-a (Silva et al., 2016). Jednalo se o zinkovou metaloproteazu $tépici TNF-a
(Silva et al., 2016). Tento experiment piedstavoval jedno z voditek, které mélo prispét
k odhaleni neznamého proteinu v nasem projektu. Inspiraci byla piedev§im metodika

identifikace za pouziti EDTA jako inhibitoru metaloproteaz.

Krom¢ hadiho jedu, byla nalezena metaloproteaza S$tépici TNF-a u bakterie Legionella
pneumophila zpisobujici nosokomialni infekce a pneumonii (Hell et al., 1993). V tomto
pokuse byl piimy prikaz Stépeni cytokinu provedeny metodami SDS-PAGE, ELISA a
TNF - o bioassay (Hell et al., 1993).

U nékterych klistat byly objeveny také metaloproteazy, které plni rizné funkce vcetné
pfitomny ve tfech izoformach (Francischetti et al., 2003). Metaloprotedazy vykazuji kromé
gelatinazové aktivity také antifibrinogenni t¢inek a tim se napadné podobaji hemoragickym
proteazam piitomnych v hadich jedech (Francischetti et al., 2003). Piedpoklada se, ze tyto
protedzy moduluji imunitni odpovéd’ hostitele tak, Ze dochdzi ke snadnéjSimu pienosu
B. burgdorferi. Spirochety navic zpétné stimuluji produkci téchto metaloproteaz
(Francischetti et al., 2003).

Jiné metaloproteazy, které plni podobnou ulohu, byly objeveny u H. longicornis a I. ricinus,
(Decrem et al., 2008).
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2. Cile prace
Oveéieni TNF vazajici aktivity v klistécich slinach Ixodes ricinus.
Hledani obdobné aktivity u jinych druhu klist'at (Amblyomma, Rhipicephalus).
Dynamika vyskytu TNF inhibi¢ni aktivity béhem sani klistéte.

Pokus o blizsi charakterizaci TNF inhibi¢niho faktoru.
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3. Material a metody

Klistata
Pro pokus byly pouzity nasaté samice vySe popsanych druhti klistat (Amblyomma
americanum, Dermacentor marginatus, Dermacentor reticulatus, Haemaphysalis concinna,
Ixodes hexagonus, Ixodes persulcatus, Ixodes ricinus, Ixodes scapularis, Rhipicephalus
appendiculatus, Rhipicephalus pulchellus, Rhipicephalus sanguineus) z chovu
Parazitologického tstavu AV CR v Ceskych Bud&jovicich. Vhodnym materialem pro dalsi
pokusy byly sliny nebo extrakty ze slinnych zlaz (SGE). Ackoliv byl preferovany odbér slin,
u nékterych druht klistat nebylo mozné z praktického hlediska je ziskat, proto jsme jako

alternativu zvolili SGE.

Sbér slin
Samice riiznych druhii klist'at (viz vySe) sala na hibeté morcat n€kolik dni do polonasatého
stavu. Klistata byla poté omyta v 15 % ethanolu a ptipevnéna pomoci oboustranné lepici
pasky na podlozni sklo. Na hypostom a jednu palpu jim byla nasazena sklenéna mikrokapilara
(Sigma) a na hibet rovnhomeérné naneseny 2 pl roztoku pilocarpinu (pilocarpine hydrochloride,
Sigma) o koncentraci 50 mg/ml v 96 % ethanolu. Nasledné probihala inkubace ve vlhké
komirce v termostatu pii 37 °C a 5 % CO2 po dobu 2 hodin. Mikrokapilary byly vyprazdnény
a koncentrace proteinu ve slinach byla zméfena metodou podle Bradforda (Bradford, 1976).

Vzorky byly uchovavany pii -75°C.

Priprava SGE

Samice raznych druht klist'at, u kterych nebyl mozny odbér slin, byly omyty v 15 % ethanolu
a pfipevnény pomoci oboustranné lepici pasky na podlozni sklo. Dale jim byla skalpelem
odstranéna hibetni ¢ast a pomoci injekéni stiikacky nanesena kapka PBS pro zvétSeni
vnitinich struktur. V hlavové ¢asti byly pinzetou odejmuty slinné zlazy a ptidany do 500 pl
PBS. Tyto struktury byly homogenizovany pomoci sonikatoru Ultrasonic Processor UP200S
(Hielscher) 1 minutu pii 60 % amplitudé. Koncentrace proteinu byla zméfena metodou podle
Bradforda (Bradford, 1976), a poté byl vzorek uchovavan pti -75°C.
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Stanoveni koncentrace podle Bradforda

Jedna se o spektrofotometrickou metodu, kterd umoznuje zméfit koncentraci proteinu
ve vzorku. Hledand hodnota byla odecCtena podle kalibratni ftady albuminu
0 koncentraci 50 — 1000 pg/ml. Do mikrotitra¢ni desticky bylo aplikovano 5 pl albuminu
z kalibra¢ni fady nebo stejné mnozstvi vzorku proteinu (slin nebo SGE), nasledné bylo ptidano
100 ul Bradfordova ¢inidla. Vysledna absorbance byla zmétena spektrofotometrem (Synergy
H1 microplate reader, BioTek) pii vinové délce 595 nm. Z naméienych hodnot byla vytvofena

kalibra¢ni kiivka a ode¢tena hodnota koncentrace vzorku proteinu (slin nebo SGE).

3.2. Priprava vzorki

Inkubace slin/SGE z riznych druhu klistat s TNF-a

Sliny nebo SGE fedéné v PBS ve vyslednych koncentracich 0, 5, 10 a 20 pg/ml byly

preinkubovany s 2 ng/ml TNF-a (Recombinant Mouse Tumor Necrosis Factor—o (rmTNF—a),
Gibco®) fedéném v 10 % PTS 1,5 hodiny pii laboratorni teploté. Poté byly vzorky pouzity
do cytokinového ELISA testu.

Kinetika inhibice TNF-a v dase

Sledovanim mnozstvi TNF-a v ¢ase bylo vyuzito k ur€eni, zda ma neznamy faktor povahu
enzymu nebo vazebného proteinu. SGE z Ixodes ricinus fedény v PBS o vysledné koncentraci
10 pug/ml byl inkubovan spole¢né s 2 ng/ml TNF-a v 10 % PTS (Recombinant Mouse
TNF — o, Gibco®) pii teploté 37 °C. Supernatant byl odebiran v ¢asovych intervalech 0, 5, 10,
20 a 40 minut a uchovavan na ledu. V kontrolach v ¢ase 0 a 40 minut byl SGE nahrazen PBS.
TNF-a byl detekovany pomoci ELISA Kitu Ready-Set-GO! (eBioscience).

Inkubace s inhibitory proteaz

Enzymaticka aktivita neznamého inhibi¢niho faktoru ze slin/SGE byla zkoumana za pouZiti

smési inhibitord proteaz (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma) a inhibitoru metaloproteaz
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(EDTA 0.5M, Sigma). SGE z Ixodes ricinus fedény v PBS o vysledné koncentraci 10 ug/ml
byl inkubovan spole¢né s 2 ng/ml TNF-a (Recombinant Mouse TNF—a, Gibco®) v 10 % PTS
a koktejlem inhibitort (Protease inhibitor cocktail, Sigma) zifedénym podle navodu
vyrobce 1:100. V druhém piipadé byla misto smési inhibitord piidana EDTA bud
v koncentraci 10 uM, anebo 10 mM fedéna v PBS. Takto ptipravené vzorky byly inkubovany
1h pti laboratorni teploté. V pozitivni kontrole byly vzorky bez jakychkoliv inhibitort,
Vv negativni kontrole byl SGE nahrazen PBS. TNF-a byl detekovany pomoci ELISA Kitu
Ready-Set-GO! (eBioscience).

3.3. Cytokinova ELISA

Anti — TNF aktivita ve vzorcich byla detekovana pomoci sandwichového ELISA testu
za pouziti komeréniho ELISA Kitu Ready-Set-GO! (eBioscience).

Na dno 96 jamkové mikrotitracni desticky (Costar) bylo navazano 50 ul vazebné protilatky
proti TNF-a (Capture Antibody Anti Mouse TNF-a, eBioscience) fedéné 250x v coating pufru
(Coating Buffer Powder, eBioscience). Desticka byla inkubovana pies noc ve vlhké komuirce
pti 4°C. Nasledujici den byla desticka 3x promyta roztokem PBS+Tween (0,05%), inkubovéana
s 200 pl 1x Assay diluent (eBioscience) 1 hodinu pii pokojové teploté pro vyblokovani
nespecifickych vazeb. Nasledovalo opét promyti — 5x roztokem PBS+Tween (0,05%). Do
vysuSenych jamek byly naneseny pfedem pfipravené vzorky (viz vySe) a standard fedény
dvojkovou fadou v PBS (pocate¢ni koncentrace kalibra¢ni kiivky byla 4 ng/ml TNF — a).
Desticka byla inkubovéana ptes noc pii 4 °C ve vlhké komtrce. Tteti den byly jamky 4x
promyty roztokem PBS+Tween (0,05%), do jamek bylo pfidano 50 pl biotynylované detekéni
protilatky (Detection Antibody, eBioscience) fedéné 250x v 1x Assay diluent (eBioscience).
Inkubace probihala 1 hod ve vlhké komirce pii laboratorni teploté. Dale byly jamky 6x
promyty PBS+Tween (0,05%) a inkubovany s 50 upl Avidin-HRP (Detection enzyme,
eBioscience) fedénym 250x v 1x Assay diluent (eBioscience) po dobu 30 minut ve vlhké
komirce pii laboratorni teploté. Na zaver byl panel 7x promyt a do jamek bylo pfidano 100 pl

1x TMB ELISA substrate solution (eBioscience). Reakce probihala ve tmé ptiblizné 10 min,
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nez se vyvinul barevny signal, poté se zastavila pfidanim 100 pl 2M H2SOa4, Absorbance byla

méiena pii 450nm na spektrofotometru (Synergy H1 microplate reader, BioTek).

3.4. WESTERN BLOTTING

Za ulelem identifikace neznamého inhibi¢niho proteinu byla pouzita metoda western
blottingu. V pokusu byly sliny z Ixodes ricinus v koncentraci 10, 5 a 2,5 pug/ml preinkubované
1 hodinu s 2ng/ml TNF-a v loading pufru (4x Loading Dye Laemelli buffer, BIORAD).
V kontrolach byly bud’ samotné sliny v koncentraci 10 pug/ml, anebo 2ng/ml TNF-a. Na 10 %
SDS PAGE byly naneseny vzorky po 20 ul a proteiny byly rozdéleny podle velikosti.
Elektroforéza probihala pod napétim 250 V 40 minut v ELFO pufru (26 mM TRIS, 192 mM
Glycin, 3,5 M SDS). Gel s rozdélenymi proteiny se promyl v transferovém pufru (26 mM
TRIS, 192 mM glycin, 2 mM SDS, 20 % methanol).

Dale bylo nutné aktivovat membranu (PVDF, Thermo Scientific) omytim v metanolu a
v transferovém pufru. Proteiny byly pfeneseny na membranku v pfistroji Semi-Dry Blotter
(Scie-Plas). Zdroj byl nastaven na 300 mA a napéti 140 V, pfenos trval 1,5 hodiny.
Pieblotované membrana byla promyta roztokem TBS s 0,1 % Tweenem (19 mM TRIS,
137 mM NaCl, 0,1 % Tween-20). Nasledn¢ se nechala vysycovat v 5 % suseném odtu¢néném
mléce v TBS s 0,1 % Tweenem (19 mM TRIS, 137 mM NaCl, 0,1 % Tween-20) po dobu
2 hodin pfi laboratorni teploté na tiepacce (Unimax 2010, Heidolph). Membranka byla dale
inkubovana s primarni protilatkou proti TNF-a (TNF-a Rabbit mAb, Cell Signaling
Technology) nafedénou 1:1000 v 8 ml mléka ptes noc pii 4 °C na rotatoru (3D, Sunflower
Mini-Shaker, Biosan). Druhy den byla membranka celkem pétkrat promyta v TBS s 0,1 %
Tweenem — 2X rychle, po 15 minutach, po 20 a 25 minutach pfi laboratorni teploté na tiepacce.
Poté byla inkubovana se sekundarni protilatkou (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody, Cell
Signaling Technology) fedénou 1:1000 v8 ml mléka 45 minut pii laboratorni teploté
na tiepacce. Na zaver se jesté promyla roztokem TBS s 0,1 % Tweenem — 3x po 5 minutach.
Tésné pied vizualizaci v piistroji Alliance 4.7, Gel Documentation Systems (UVITEC
Cambridge) se smichaly substratové roztoky Detection reagent 1 a 2 (Thermo Scientific)

v poméru 1:1 a nanesly se na membranku.

27



3.5. Statistické zpracovani dat

V kazdém experimentu byly vzorky aplikovany v triplikacich. Z naméfenych hodnot byly
v programu Microsoft Excel vypocéteny priméry a smérodatné odchylky a poté pouzity
do grafu. Statisticka analyza byla provedena podle Studentova t-testu (neparového).

Statisticky vyznamné odchylky mezi skupinami byly v grafech oznaceny hvézdickou
(* p <0,05).
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4. Vysledky

Ovéreni TNF-o vazajici aktivity v klistécich slinach Ixodes ricinus

Pro ovéteni TNF-o inhibi¢ni aktivity u Ixodes ricinus byly sliny inkubovany v riznych
koncentracich (20, 10 a 5 pug proteinu/ml) s rekombinantnim TNF-a (2 ng/ml). V kontrole byl
inkubovan samotny TNF-a (2 ng/ml) v PBS. Posléze byly vzorky pievedeny do cytokinového
ELISA testu s protilatkami proti danému cytokinu. Sledoval se ubytek cytokinu v jednotlivych
vzorcich (obr. 12).
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Obr. 12: Anti — TNF-a aktivita v klistécich slinach Ixodes ricinus v koncentracich 20, 10 a
5 ug/ml inkubovanych 1,5 hodiny s 2 ng/ml rekombinantniho TNF-a. Koncentrace TNF byla
zméfena metodou ELISA a hodnoty jsou priméry triplikaci. * Rozdil mezi vzorky slin

I. ricinus s TNF — a a kontrolou bez slin byl statisticky vyznamny (p <0,05).

Cim vys§i koncentrace slin byla pouzita, tim nizsi koncentrace TNF-a se detekovala. Nejvyssi
koncentrace slin (20 pg/ml) z Ixodes ricinus inhibovala 93 % TNF-a oproti kontrole s 2 ng/ml.

U koncentrace 10 pg/ml to bylo 90 % a 78 % u 5 ug/ml slin.
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TNF-inhibi¢ni aktivita u jinych druhi klist’at

Vysledek predchoziho experimentu potvrdil jiz diive zkoumany inhibi¢ni efekt u Ixodes

ricinus (Konik et al., 2006) a proto byla hledana obdobna aktivita u jinych druht klistat (viz
nize). Pro vérohodnost vysledka byl v kazdém pokusu porovnavan ucinek slin/SGE z Ixodes

ricinus se slinami/SGE z ruznych druhu klistat ve stejnych koncentracich (20, 10 a 5 ug/ml).

Mezi prvnimi studovanymi klistaty byl rod Ixodes, konkrétné Ixodes persulcatus a Ixodes
hexagonus (v pozdé&jsim experimentu byl zahrnut Ixodes scapularis). Jak je vidét z grafu
(obr. 13), oba tyto druhy vykazovaly inhibi¢ni efekt na TNF-a. V koncentraci 5 a 10 pg/ml
byla suprese siln¢jsi u I. ricinus, v koncentraci 20 pg byl ucinek I. ricinus a I. persulcatus

téméf shodny, |. hexagonus slab¢ piesahl hodnotu 0,6 ng/ml TNF-q.
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Obr.13: Anti — TNF-a aktivita v klistécich slinach Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus a Ixodes
hexagonus V koncentracich 20, 10 a 5 pg/ml inkubovanych 1,5 hodiny s 2 ng/ml
rekombinantniho TNF-a. Cytokin byl detekovany metodou ELISA a hodnoty jsou priméry
triplikaci. * Rozdil mezi vzorky slin I. ricinus s TNF-a a kontrolou bez slin byl statisticky
vyznamny (p <0,05). x Rozdil mezi vzorky slin I. persulcatus s TNF-o a kontrolou bez slin
byl statisticky vyznamny (p <0,05). + Rozdil mezi vzorky slin I. hexagonus s TNF-a a

kontrolou bez slin byl statisticky vyznamny (p <0,05).
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Dosavadni vysledky naznacovaly, ze anti — TNF-a aktivita by mohla byt charakteristicka pro

cely rod Ixodes. Z tohoto divodu byl testovan také Ixodes scapularis (obr. 14).
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Obr. 14: Anti — TNF-a aktivita v klistécich slinach Ixodes ricinus a Ixodes scapularis
Vv koncentracich 20, 10 a 5 pg/ml inkubovanych 1,5 hodiny s 2 ng/ml rekombinantniho
TNF - a. Cytokin byl detekovany metodou ELISA a hodnoty jsou praméry triplikaci. * Rozdil
mezi vzorky slin 1. ricinus s TNF-a a kontrolou bez slin byl statisticky vyznamny (p <0,05).

x Rozdil mezi vzorky slin I. scapularis s TNF-a a kontrolou bez slin byl statisticky vyznamny

(p <0,05).

Jak je patrné z obrazku 14, Ixodes scapularis podle ptedpokladu vykazuje inhibi¢ni efekt jako
predeslé druhy. Lze tedy tvrdit, Ze s nejvétsi pravdépodobnosti se neznamy inhibicni faktor

vyskytuje u vSech zastupct rodu Ixodes.
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V potadi druhym zkoumanym rodem klistat byl rod Dermacentor. Testovani na inhibi¢ni
efekt proti TNF-o bylo zkoumano u druhu Dermacentor marginatus a Dermacentor
reticulatus (obr. 15). Vzhledem k morfologické stavbé hypostomu bohuzel nebylo mozné

ziskat sliny, proto byl v obou ptipadech pouzit SGE.
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Obr. 15: Anti — TNF-a aktivita v klistécich slinach Ixodes ricinus, Dermacentor marginatus a
Dermacentor reticulatus v koncentracich 20, 10 a 5 pg/ml inkubovanych 1,5 hodiny s 2 ng/ml
rekombinantniho TNF-a. Cytokin byl detekovany metodou ELISA a hodnoty jsou priméry

triplikaci. * Rozdil mezi vzorky slin I. ricinus s TNF-a a kontrolou bez slin byl statisticky

vyznamny (p <0,05).

Z obrazku vyplyva, ze jak Dermacentor marginatus tak Dermacentor reticulatus postradaji

mechanismus pro inhibici TNF- a.
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Obdobny vysledek jako u rodu Dermacentor byl ziskan v testu s americkym zastupcem

dalsiho rodu — Amblyomma americanum (obr. 16).
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Obr. 16: Anti — TNF-a aktivita v klistécich slinach Ixodes ricinus a Amblyomma americanum
Vv koncentracich 20, 10 a 5 pg/ml inkubovanych 1,5 hodiny s 2 ng/ml rekombinantniho
TNF- a. Cytokin byl detekovany metodou ELISA a hodnoty jsou priiméry triplikaci. * Rozdil

mezi vzorky slin 1. ricinus s TNF-a a kontrolou bez slin byl statisticky vyznamny (p <0,05).

Z grafu jasné vyplyva, Ze oproti silné anti — TNF-o aktivité u Ixodes ricinus, sliny Amblyomma

americanum neobsahuji zadny faktor s obdobnou aktivitou.
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Pozitivni byl az pokus s Haemaphysalis concinna. Ac¢koliv bylo pouzito SGE, které obecné

neni pfili§ preferovéano, inhibice byla potvrzena, a to dokonce ve srovnatelné mifte jako u slin

z Ixodes ricinus (obr. 17).
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Obr. 17: Anti — TNF-a aktivita v klistécich slinach Ixodes ricinus a SGE Haemaphysalis
concinna Vv koncentracich 20, 10 a 5 upg/ml inkubovanych 1,5 hodiny s 2 ng/ml
rekombinantniho TNF- a. Cytokin byl detekovany metodou ELISA a hodnoty jsou primeéry
triplikaci. * Rozdil mezi vzorky slin I. ricinus s TNF-a a kontrolou bez slin byl statisticky
vyznamny (p <0,05). x Rozdil mezi vzorky SGE H. concinna s TNF-a a kontrolou bez SGE
byl statisticky vyznamny (p <0,05).

Posledni zkoumanou skupinou byl rod Rhipicephalus. Experiment probéhl u tfech druhi —
Rhipicephalus appendiculatus, Rhipicephalus sanguineus a Rhipicephalus pulchellus. Avsak
ani u jednoho ze jmenovanych druhii nebyl zaznamenén vliv na mnozstvi dekovaného TNF-a

(obr. 18). Rod Rhipicephalus ziejmé tedy nedisponuje hledanym proteinem.
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Obr. 18: Anti — TNF-o aktivita v kliStécich slinach Ixodes ricinus a Rhipicephalus
appendiculatus, Rhipicephalus sanguineus a Rhipicephalus pulchellus v koncentracich 20, 10
a 5 pg/ml inkubovanych 1,5 hodiny s 2 ng/ml rekombinantniho TNF-a. Cytokin byl
detekovany metodou ELISA a hodnoty jsou priméry triplikaci. * Rozdil mezi vzorky slin

. ricinus s TNF — a a kontrolou bez slin byl statisticky vyznamny (p <0,05).

Sumarizace piedeslych vysledkt vedla k nékolika poznatktim. Anti — TNF-a aktivita byla
potvrzena u Ixodes ricinus, nové byla objevena u Ixodes persulcatus, Ixodes hexagonus, Ixodes
scapularis a Haemaphysalis concinna. U zbyvajicich druhti, nebyl zaznamenan zadny vliv na
TNF-a. Pro pfehlednost je (ne)nalezend inhibi¢ni aktivita pro jednotlivé druhy uvedena

v tabulce (tab. I).
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Tab. I: Anti — TNF-a aktivita (ne)potvrzena u jednotlivych druht klistat.

Druh klistéte Ant = ThF-a
aktivita

Amblyomma americanum x
Dermacentor marginatus x
Dermacentor reticulatus x
Haemaphysalis concinna 4
Ixodes hexagonus 4
Ixodes persulcatus 4
Ixodes ricinus v
Ixodes scapularis 4
Rhipicephalus appendiculatus x
Rhipicephalus pulchellus x
Rhipicephalus sanguineus x

Dvynamika vyskytu TNF inhibi¢ni aktivity béhem sani klistéte

Tretim cilem prace byl vyzkum dynamiky vyskytu anti TNF-a proteinu u Ixodes ricinus.
V Case 0 bylo pouzito SGE z nenasatych samic klist'at, nasledovaly intervaly po 2, 4, 6 a 8

dnech. Pieskvapivé se inhibi¢ni u¢inky projevily az v druhé poloving sani, 6. a 8. den (obr. 19).
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Obr. 19: Dynamika vyskytu anti — TNF-a aktivity v SGE Ixodes ricinus u nenasatych samic,
sajicich 2, 4, 6 a 8 dni. SGE v koncentracich 20, 10 a 5 pg/ml byl inkubovan 1,5 hodiny
s 2 ng/ml rekombinantniho TNF-a. Cytokin byl detekovany metodou ELISA a hodnoty jsou
praméry triplikaci. * Rozdil mezi vzorky I. ricinus SGE den 6 s TNF-a a kontrolou bez SGE
byl statisticky vyznamny (p <0,05). x Rozdil mezi vzorky slin I. ricinus SGE den 8 s TNF-a
a kontrolou bez SGE byl statisticky vyznamny (p <0,05).

Pokus o blizsi charakterizaci TNF-a inhibi¢niho faktoru

Ve snaze izolovat TNF-a inhibi¢ni faktor, byly proteiny ze slin Ixodes ricinus separovany
podle velikosti a pfeneseny na membranu metodou western blotting. Sliny byly opét
preinkubovany ve znamych koncentracich s TNF-o, rozdéleny pomoci SDS-PAGE a
pteblotovany na membranu. TNF by prokazan pomoci monoklonalni protilatky. Podle

obrazku 20 se pokus vydatil, ale interpretace ziistala nejasna.
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Obr. 20: SDS PAGE vzorku slin z Ixodes ricinus preinkubovanych s 2 ng/ml TNF-a. Sliny
byly v koncentracich 20, 10 a 5 pg/ml. Pozitivni kontrola obsahovala 2ng/ml TNF-a, negativni

pouze 10 pg/ml slin.

Je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci slin ubyva TNF-a a v horni poloviné ptibyva
neznamého proteinu. To by mohlo naznacovat, Ze se jedna o vazebny protein, ale otdzkou je,
proc€ je tento band pfitomen v kontrole se samotnymi slinami. Jedno z moZnych vysvétleni by
pfinesly imunoglobulin vazajici proteiny nebo enzymatické St€peni, poptipadé¢ kombinace
téchto jevi. Za prvé, imunoglobulin vazajici proteiny (dosud nepopsané u Ixodes ricinus)
zachytily protilatky proti TNF-a ve western blottingu, a tak mohly byt vizualizovany v podobé

horniho silného bandu. Za druhé TNF-o se mohl §té€pit enzymem ze slin kliStcte.

Ve snaze urcit, zda je neznamy faktor enzym nebo vazebny protein byl SGE ze slin Ixodes
ricinus inkubovan spoleéné s TNF-a pfi teploté 37 °C a postupné byl odebiran supernatant
v ¢asovych intervalech 0, 5, 10, 20 a 40 minut. Predpokladem byla uvaha o Kinetice

enzymatické reakce.
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Podle Michaelise a Mentenové je pocatecni rychlost reakce maximalni a poté se snizuje.
Zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu (v nasem piipadé TNF-a) by méla tvar
hyperboly. Aby nedoslo k desinterpretaci, reakce byla zastavena uchovanim na ledu. Vysledky
pokusu jsou na obrazku 21.
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Obr. 21: Kinetika anti — TNF-a aktivity v SGE Ixodes ricinus v koncentraci 10 pg/ml
inkubovaného 1,5 hodiny s 2 ng/ml rekombinantniho TNF-a. Kontrola obsahovala 2 ng/ml
TNF-a v PBS. Vzorky byly odebrany v ¢asovych intervalech 0, 5, 10, 20 a 40 min. Cytokin
byl detekovany metodou ELISA a hodnoty jsou priméry triplikaci.

Ackoliv detekovany TNF-a v SGE byl v nizsi koncentraci nez 2 ng/ml, rozdil v ¢asovych
intervalech se neprojevil a hladina naméfeného TNF-a byla témét konstantni po celou dobu,
jak ukazuje ¢ervena ktivka. Dokonce v ¢ase 0 byla inhibice téméf shodna jako v ¢ase 40 minut.
Takovyto vysledek je diikkazem, Ze rychlost inhibice TNF — a je vysoka (v fadu vtefin). Dalsi

kroky proto vedly k provéteni enzymatického charakteru TNF inhibitoru.
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SGE 1z Ixodes ricinus byl inkubovan v prvnim ptipad¢ s koktejlem inhibitori proteaz
(obr. 22A) a v druhém piipadé s inhibitorem metaloprotedz (obr. 22B), ktery koktejl
neobsahoval. Vzapéti byl pfidan TNF-a. V opa¢ném potadi by byl efekt inhibitord nulovy.
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Obr. 22: Detekce enzymatického §tépeni TNF-a. v SGE Ixodes ricinus v koncentraci 10 pg/ml
inkubovanych 1 hodinu s (A)10 uM EDTA a 10mM EDTA (B) koktejlem inhibitord fedénym
1:100. V jednotlivych skupinach pro (A) byly 2 ng/ml TNF-a v PBS (TNF), 2 ng/ml TNF-a
v PBS a 10 um/10 mM EDTA (TNF+E), 2 ng/ml TNF-a a 10 pg/ml SGE (TNF+S), 2 ng/ml
TNF-a v PBS, 10 ug/ml SGE a 10 uM/10 mM EDTA (TNF+S+E). Ve skupinach pro (B) byly
2 ng/ml TNF-a v PBS (TNF), 2 ng/ml TNF-a v PBS a koktejl inhibitort 1:100 (TNF+KI),
2 ng/ml TNF-a v PBS, 1:100 koktejlu inhibitortt a 10 pg/ml SGE (TNF+KI+S), 2 ng/mi
TNF - a v PBS a 10 pg/ml SGE (TNF+S). TNF-a byl detekovany metodou ELISA a hodnoty

jsou praméry triplikaci.

Pokus nepotvrdil teorii o enzymatickém §tépeni TNF proteiny obsazenymi v SGE. Jak vzorky
s koktejlem inhibitort, tak s EDTA se o¢ividné nelisily od kontroly, kde byl samotny SGE
s TNF-a (obr. 22). Hypotéza enzymatické reakce byla tedy zamitnuta.
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5. Diskuze

Klist¢ disponuje fadou biologicky aktivnich latek, které mu usnadiluji sani a pieziti na
hostiteli. Tyto molekuly moduluji imunitu jak na Grovni nespecifické, tak i specifické
odpovédi a zahrnuji bunécnou i1 humoralni slozku. Regulaci uvniti integrovaného systému
hostitele za normalnich okolnosti zprostiedkovavaji cytokiny, ty ovSem mohou byt postizené
imunomodula¢nimi mechanismy klistéte (stejné jako jiné slozky imunity). Z tohoto hlediska
klisté stimuluje produkci cytokini smérem k Th2 bunééné subpopulaci, a naopak potlacuje

Th1 (Kubes et al., 1994).

Jeden z vyznamnych prozanétlivych cytokini je TNF-a. V organismu je sekretovany Sirokou
Skalou bungk, typicky jsou to monocyty, makrofagy, ale také lymfocyty, NK buiky a dalsi
(Tracey et al., 2008). M4 mnoho G¢inkil, z nichZ nejzndmé;jsi je indukce apoptdzy. Kromé toho
zpusobuje zvySenou expresi MHC I a MHC II molekul, stimuluje expresi adhezivnich molekul

na endotelu a produkci chemokint v postizené tkani (Konik et al., 2006).

Suprese TNF-a mize byt pfima nebo nepiima ptes sekretujici buiiky. Ramachandra et al.
popisuje v praci ,,Modulation of host-immune responses by ticks (Acari: Ixodidae): effect of
salivary gland extracts on host macrophages and lymphocyte cytokine production potlaceni
produkce TNF-a extraktem ze slinnych z1az z Dermacentor andersoni. Neptima inhibice byla
nalezena také u Ixodes ricinus (Prevot et al., 2009), Rhipicephalus appendiculatus (Gwakisa

et al., 2001) a v mensi mife u Ixodes scapularis (Kotsyfakis et al., 2010).

Zatimco nepiima suprese byla pozorovana u n€kolika druhi klist'at, pfimé vazba TNF-a byla
doposud znama jen u Ixodes ricinus (Konik et al., 2006). Proto v této praci bylo cilem ovéteni
TNF vazajici aktivity v kliStécich slinach Ixodes ricinus, hledani obdobné aktivit u jinych
druha klistat (Amblyomma, Rhipicephalus), popis dynamiky vyskytu TNF inhibi¢ni aktivity

béhem sani klistéte a pokus o blizsi charakterizaci TNF inhibi¢niho faktoru.

Vhodnou, a ptedevsim citlivou metodu méfeni mnozstvi TNF byla ELISA. Podle prace
,,Anti - tumour necrosis factor-o activity in Ixodes ricinus saliva“ (Konik et al., 2006) byla
ovetena anti-TNF aktivita u Ixodes ricinus. Tento druh vykazoval ve vztahu ke zbylym
zkoumanym druhiim nejsilngjsi inhibicni efekt a to az 93 % v koncentraci 20 pg/ml slin.
Pozoruhodné je, Ze rozdil oproti koncentracim 10 a 5 pg/ml nebyl aZ tak markantni. Diky

pozitivnimu vysledku se sliny pouzivaly ve vSech pozdé¢jSich pokusech jako kontrola
41



a soucasn¢ porovnavaci skupina. Sila inhibi¢niho efektu Ixodes ricinus se mohla mezi

kontrolami jednotlivych pokust slab¢ lisit v disledku aplikace slin z odlisnych jedinct.

Hledani obdobného jevu u dalSich druht klistat bylo uspé$né. Celkem 11 druht bylo
podrobeno testovani a u nasledujicich 4 byla anti-TNF aktivita nové objevena — Ixodes
persulcatus, Ixodes hexagonus, Ixodes scapularis a Haemaphysalis concinna. Ve srovnani
s Ixodes ricinus byl efekt u vSech zminénych skupin slabsi, ale ne vyrazné. Podle sily inhibice
je na prvnim misté Ixodes ricinus, nasleduje Haemaphysalis concinna, za nim Ixodes
hexagonus, Ixodes scapularis a Ixodes persulcatus. Otazkou je, zda je relevantni srovnavat
miru inhibice, paklize kazdy jedinec bez ohledu na druh miize produkovat riznou hladinu

faktoru (to vSak nebylo pfedmétem prace).

Je zajimavé, ze anti-TNF aktivita v klistécich slinach pozitivné korelovala se schopnosti
jednotlivych druht klistat slouzit jako kompetentni vektor Borrelia burgdorferi. Jedinou
vyjimku piedstavuje Haemaphysalis concinna u né¢hoz nebyl ptenos borelii prokazan (Gray,
2002; Sun and Xu, 2003).

Spole¢nym znakem rodu Ixodes a Haemaphysalis (v ramci nasi problematiky) je syntéza
Francischetti et al., 2003). V experimentech s enzymatickymi inhibitory se vSak specifické

metaloprotedzy S$tépici TNF-a nenaSly.

Vyzkum dynamiky vyskytu inhibi¢niho faktoru béhem sani klistéte Ixodes ricinus piinesl
zajimavé vysledky. I kdyZ je TNF-a jeden z asnych cytokind, inhibice ve slinach se objevila
az v druhé poloving sani, konkrétn¢ 6. a 8. den. Podle vysledkii (obr. 19) je mira inhibice
v obou ¢asovych intervalech relativné stejnd. Je znamo, ze v prib&hu sani se méni exprese
riznych imunomodlua¢nich molekul. Naptiklad SGE z Dermacentor andersoni potlacuje
produkci IL- 1 makrofagy od 0. aZ po 5. den, ale u stejnych bunék suprimuje produkci TNF-a
po celou dobu (Ramachandra et al., 1992). MoZnym vysvétlenim prabéhu dynamiky
anti - TNF aktivity je preference exprese gent pro omezeni produkce TNF-a v pocatecni fazi
sani. V druhém obdobi, kdy je potlacena funkce makrofagh se za¢nou tvofit antagonisti
TNF - a jako vystupfiovand imunomodula¢ni odpoveéd’. Jinym vysvétlenim by byla spojitost
mezi SAT a pozdni inhibici. Pro druhou fazi sani klisté je typické rychlé zvétSeni té€lesného

objemu a intenzivni sekrece slin do hostitele, coz usnadiiuje ptenos patogend.
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Zavereénou cCasti projektu byla snaha o blizsi popis TNF inhibi¢niho faktoru. Abychom
rozhodli, zda se jedné o vazebny protein nebo enzym, zkoumali jsme kinetiku reakce. Podle
obrazku 21 musela reakce probéhnout velmi rychle, protoze jiz v ¢ase 0 byl zaznamenan
znaény ubytek TNF-o, ktery se s pfibyvajicim c¢asem neménil. Piestoze byly vzorky
udrzovany na ledu, aby nedoslo k chybné interpretaci, je urcita Sance, ze se d€j obnovil pfi
detekci ELISA testem. V této metodé se aplikované vzorky ponechaji pies noc pti 4 °C a
méfeni probiha nasledujici den. Stejny problém mohl nastat v pokusu s inhibitory proteaz.
Avsak pravdépodobnost obnoveni procesu pii 4 °C je zanedbatelnd. V testu na enzymatické
Stépeni se neprokazal vliv inhibitord protedz, nicmén¢ je mozné, ze se vV SGE klistéte Ixodes

ricinus vyskytuji ionty (nebo molekuly), které zabranily funkci inhibitort proteaz.

Pouzitou technikou pro identifikaci neznamého proteinu byl western blotting. I kdyz byly
vysledky na prvni pohled slibné, vyklad je problematicky. Po vizualizaci rozdélenych molekul
byly patrné dva silné bandy. Jeden pro samotny TNF-a a druhy pro neznamy protein, ktery
ale nelze jednoznaéné oznacit jako TNF vazajici, protoze se vyskytoval také v kontrole pouze
se slinami. Objasnéni by pfinesly imunoglobulin-vazajici proteiny, které by zachytily
znacenou protilatku. Nicméné u Ixodes ricinus nebyly dosud popsany. V budoucich pokusech
by se proto mohla jejich pfitomnost testovat. Dale by bylo vhodné pouzit radioaktivné znaceny

TNF-a a znovu separovat molekuly western blottingem.

Na zavér kapitoly bych chtéla zduraznit dalezitou ulohu novych poznatkl v oblasti
imunomodulaénich mechanizmu klistat. Vzhledem k zavaznym onemocnénim, jaka klist'ata
prenasi, jsou intenzivni a kontinualni studie interakce klisté-hostitel nepostradatelné ve vyvoji
novych 1€kl a vakcin proti pfenaSenym patogentim nebo dokonce proti samotnym klistattim.
Objasnéni struktury TNF vdazajiciho faktoru by v budoucnu mohlo poslouzit k navrzeni

novych lécebnych postupli u autoimunitnich chorob spojenych s TNF-a.
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6. Zaver

e Oveéteni TNF vazajici aktivity u Ixodes ricinus se podafilo ve vSech pokusech pro riizné

koncentrace slin/SGE.

e Obdobna aktivita byla nové objevena u 4 druhi klistat — Ixodes persulcatus, Ixodes
hexagonus, Ixodes scapularis a Haemaphysalis concinna.

e Vyzkum dynamiky vyskytu TNF inhibi¢ni aktivity ukazal, ze se objevuje az 6. a 8. den
sani.

e Pokusy o bliz§i charakterizaci TNF inhibi¢niho faktoru vedly k vylouceni jeho

enzymatické charakteru.
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/. Prehled pouzitych zkratek

ASK

BIP

cFLIP

clAP

CRM

EDTA

ELFO

ELISA

FADD

IRIS

JNK

MAP

NFxB

PBS

PLAD

PTS

RIP

SAT

SDS PAGE

SGE

SODD

STARI

apoptosis signal-regulating kinase

B cell inhibitory protein

cellular FLICE-like inhibitory protein

cellular inhibitor of apoptosis protein

cytokine response modifier

ethylenediaminetetraacetic acid

elektroforéza

enzyme-linked immunosorbent assay

fas-associated protein with death domain
Ixodes ricinus immunosuppressor
c-Jun N-terminal kinase
mitogen-activated protein

nuclear factor kB

phosphate buffered saline

pre-ligand binding assembly domain

prekolostralni teleci sérum
receptor-interacting protein

saliva-activated transmission

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

salivary gland extract
silencer of death domain

southern tick-associated rash illness
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STNF-a soluble tumor necrosis factor alfa

TACE TNF alpha converting enzyme

TBS Tris-buffered saline

tmTNF-o transmembrane tumor necrosis factor alfa
TNFR tumor necrosis factor receptor

TNF-a tumor necrosis factor alfa

TPV-2L Tanapox virus 2L protein

TRADD tumor necrosis factor receptor type 1- associated death domain
TRAF TNF receptor-associated factor
VARV Variola virus
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