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1. Uvod
1.1 Cile prace

e Popsat a zhodnotit vliv kliStécich slin na hemostazu hostitele.
e Charakterizovat jednotlivé molekuly s antihemostatickou aktivitou.

e Porovnat antihemostatickou aktivitu u rtiznych druhi klist’at.

1.2 Klistata
1.2.1 Rozdéleni klist’at

Klistatovei jsou fad ze tfidy pavoukovcil, podtiidy roztoclh. Patii do néj tfi Celedi.
Nejvétsi celedi jsou klistatoviti (Ixodidae, tvrda klistata), mezi které patéi rody jako
Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, nebo Rhipicephalus. Tyto
rody jsou roz§ifené po celém svété. U nas se nejcastéji vyskytuje klisté obecné (Ixodes
ricinus), ale na nékterych mistech jizni Moravy se muizeme setkat i s klistaty roda
Dermacentor a Haemophysalis. Celed” klistakoviti (Argasidae, mékka klistata) &ita 193
druhii. Jeji zastupci parazituji prevazné na ptacich, ale mohou napadat i lidi. Patfi mezi né
rody Antricola, Argas, nebo Ornithodoros. Celed’ Nuttalliellidae se sklada z jednoho druhu,
Nuttalliella namaqua. Tento druh se vyskytuje pouze v jizni Africe. VSechny ¢eledi tohoto

fadu jsou ektoparazité, Zivici se krvi (Hoogstraal, 1956).

Obr. 1: Samec a samice druhu Ixodes ricinus.

zdroj: http://www.arthropods.de/arachnida/acari/ixodidae/ixodesRicinus02.htm



1.2.2 Stavba téla

Ixodidae a Argasidae odlisuje nékolik znakd. Hlavnim z nich je pevny hibetni §tit, ktery
Argasidae nemaji. Hlava (capitulum) u Ixodidae je dobie viditelna, sméfuje dopiedu.
Argasidae maji hlavu pod télem.

Stavba téla klistat se podoba stavbé téla ostatnich roztoct. Télo ma dveé casti, predni
hlavu (capitulum) a zadni ¢ast (idiosoma). Dosp¢lé klisté a nymfa maji 8 nohou, larva pouze
6. Na koncich nohou maji smyslovy tzv. Halleriv organ, ktery je nejspise organem cCichu a
pravdépodobné slouzi k nalezeni kofisti. Dychaci otvory, stigmata, vyastuji za poslednim
parem nohou. Pro klist'ata ¢eledi Ixodidae je typicky pevny hibetni Stitek, ktery u mensich
samcu pokryva cely hibet, u vétSich samic a nedospélych jedinch pouze jeho ¢ast. Na hlavé
jsou ustni ¢asti klist'at. Skladaji se ze tii viditelnych ¢asti, dvé vysoce pohyblivé palpy, mezi
nimi par chelicer a ve stfedu hypostom, hruby ,,jazyéek®, ktery pronikd kiizi hostitele pii
krmeni. Kromé toho slinné zlazy klistat vylucuji lepidlu podobnou substanci (cement), ktera
pomaha drzet klist¢ v misté, kam se prisalo. Pfi krmeni jsou klistata schopna poziit az 200-
600x vice krve, nez byla jejich vdha pfed krmenim. Vné&jsi povrch klistéte je proto

uzptsoben tomuto nékolikanasobnému zvétseni.

Obr. 2: Ustni tstroji klistéte pod elektronovym mikroskopem.

zdroj: http://www.imagine-green.com/tick.html



1.2.3 RozmnoZovani

Klistata jsou stejné jako ostatni rozto¢i gonochoristé. Samicka kliStéte naklade kolem
3000 vajicek. Za svého zivota klisté prochazi tfemi zédkladnimi stadii. Néktera klistata mayji
pouze jediného hostitele, na kterém se vyvinou vSechna tii staddia. Jiné druhy maji hostitele
dva, jednoho pro stadium larvy a nymfy a druhého pro dospélce. Nejcastéji jsou ale hostitelé
tfi (Singh a Girschick, 2003). Larvy obvykle saji na malych savcich, jako jsou hlodavci, a
ptacich. Po krmeni hostitele opusti a na zemi se z nich vyvinou nymfy. Nymfy se krmi na
vétSich hostitelich, jako jsou kralici, kuny a jiné mensi Selmy. Po nakrmeni se nymfa vyvine
v dospélce a najde si nového, vétsiho hostitele, jako naptiklad vysokou zvér, dobytek, nebo
cloveka. Poté si na svém hostiteli najde jedince opa¢ného pohlavi, samicka naklade vajicka a

cely cyklus za¢ne od zacatku.

Three-host tick. Example Dermacentor andersoni.
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Obr. 3: Zivotni cyklus a st¥idani hostitelti u klistéte rodu Dermacentor.

zdroj: http://entomology.ucdavis.edu/faculty/rbkimsey/tickbio.html

1.2.4 Ziskavani potravy

Klistata se zivi krvi svého hostitele. Tento zptsob ziskavani potravy se oznacuje jako
hematofagie a vyvinul se nezavisle u pfiblizn¢ 15 000 druhti ze 400 rodi hematofagnich
¢lenovcl. Klistata jsou ektoparazité, tedy parazité vngjsi, proto potiebuji proniknout kizi
hostitele, aby se dostali k cévé. K tomu maji specialné uzptusobené saci stroji, které je vSak
odlisné u pomalu sajicich a rychle sajicich druhd, stejné jako poskozeni zptisobené hostiteli.
Krvaceni zplsobené poskozenim cév hostitele zpisobi, Ze se aktivuji imunitni a

hemostatické obranné mechanismy. Klistata z ¢eledi Ixodidae se krmi pomalu, mohou na



svém hostiteli parazitovat tyden i déle a poskozovani je postupné. Casto vznikne hematom.
Predpoklada se, ze poskozeni je zptsobeno neutrofily, které migruji do mista sani, kde se
degranuluji a vznikne zanét (Ribeiro, 1987). Naproti tomu Argasidae se krmi rychle, na
hostiteli parazituji kolem 30-60 minut, do kiize hostitele pronikaji pomérn¢ hluboko a krevni

ztraty jsou zna¢né (Binnington a Kemp, 1980).

1.2.5 Choroby pienasené klist'aty

Klistata pfi svém krmeni mohou pfenédset nékteré virové nebo bakteridlni nakazy, které
napadaji lidi i zvifata. VétSinou jsou prenaSeci téchto chorob tvrda klistata, mozna kvili
jejich mnohem delsi dob& krmeni. V Ceské republice se nejéastéji setkame s klistdtem
obecnym (Ixodes ricinus). Tento druh pienasi flavivirus zpisobujici klistovou encefalitidu

(TBE) a lymskou nemoc (boreliozu).

1.2.5.1 Klistova encefalitida

Toto onemocnéni napadd mozek. V prvni fazi se projevuje bolestmi hlavy a mirné
zvysenou teplotou, lze ji snadno zaménit za chiipku. Ve druhé fazi dochézi u 80 % pacienti
K rozvinuti meningoencefalitidy, dezorientaci, porucham védomi, porucham motorickych
funkci. Casto zlistivaji neurologické nebo neuropsychiatrické nasledky, jako ochrnuti nebo
snizeni intelektu. Umrtnost se 1i§i podle subtypu onemocnéni. Existuji 3 subtypy tohoto
onemocnéni, evropsky, sibifsky a dalné-vychodni. Evropsky subtyp je nejmirné;jsi, amrtnost
se drzi pod 1%. Délné-vychodni (Rusky) subtyp dosahuje iimrtnosti aZ 35%. Na tuto nédkazu
neexistuje specificka 1é€ba, pouziva se pouze podplirna 1é€ba mirnici projevy. Ve velmi

tézkych ptipadech se podava interferon. Existuje vSak u¢inné vakcina.

1.2.5.2 Lymska nemoc (boreliéza)

Lymskou nemoc zpusobuje bakterie rodu Borrelia, nejznaméjsi z nich je Borrelia
burgdorferi. Onemocnéni u ¢loveéka zpusobuji 3 druhy, Borrelia burgdorferi sensu stricto,
Borrelia garinii a Borrelia afzelii. Prenasi je klist'ata rodu Ixodes. Nejcastéjsi projevy nakazy
jsou kozni. Objevuje se erythema migrans, velka Cervena skvrna s blednoucim stiedem
v misté kousnuti. Ostatni ptiznaky jako unava, slabost, lehce zvySena teplota a bolest svali
pfipominaji chiipku. Bez 1écby vSak muze dojit k postizeni nervového, kloubniho nebo

kardiovaskularniho systému. Mohou se objevit i rlizné autoimunni komplikace, jako artritida



resistentni na antibiotika. Poc¢atecni stadia nemoci dobfe reaguji na penicilin, v pozdé&jsich

stadiich se pouziva doxycyklin. Zatim nebyla vyrobena u¢inna vakcina.

Obr. 4: Borrelia burgdorferi (autor dr. Jeffrey Nelson).

zdroj: http://newsarchive.asm.org/jun02/topic4.asp

1.2.5.3 Horecka skalistych hor

Horecka skalistych hor je jedna z nejvaznéjsich infekci Ameriky. Zpusobuje ji bakterie
Rickettsia rickettsii a je prenaSena klistaty rodu Dermacentor. Bez 1é¢by je vétSinou
smrtelnd. V prvnich stadiich je t€zké tuto nemoc poznat, pfiznaky pfipominaji chiipku.
Pozdé&ji se objevuje makulopapularni vyrazka a petechialni krvaceni. Lé¢i se doxycyklinem a

chloramfenikolem.

1.2.5.4 Krymsko-konZska hemoragicka horecka

rrrrr

Hyalomma, Dermacentor, Rhipicephalus. Projevuje se horeckou, zimnici, bolestmi hlavy,
ale hlavné krvacivymi ptiznaky, krevnimi vyrony na kizi, zvracenim krve. Specificka 1é¢ba

neexistuje, podava se ribavirin.

1.2.5.5 Omska hemoragicka horecka

Tuto krvacivou horecku zptlisobuje flavivirus velmi podobny viru klistové encefalitidy.
Ptenasi ji klistata rodu Dermacentor. Rezervoarem jsou ondatry, pro které je virus vysoce
patogenni. Casty je pfenos na ¢lovéka alimentarni cestou. Jako u krymsko-konzské krvacivé
horecky je hlavnim ptiznakem krvaceni. Nékdy se objevi meningitida a atypické pneumonie.

Lécba je pouze podplrnd, hlavné ribavirin.



1.2.5.6 Tularémie

Tularémii zpasobuje bakterie Francisella tularensis. Pienasi ji klistata roda
Dermacentor, Haemaphysalis, Amblyomma a Ixodes. Rika se ji také zaje¢i nemoc, protoZe
nejcastéji postihuje zajice, kraliky a jiné hlodavce. U ¢lovéka se projevuje podle zptisobu
infekce. Pfi infekci kozni cestou se objevi hnisavé kozni 1éze v misté pruniku. Pti infekci
pies spojivku dochazi k zanétliim oka. Pii plicni formé se nemoc projevuje kaslem, dusnosti a

zanétem plic a pro stfevni formu jsou typické bolesti bficha a priijmy. LéCi se antibiotiky.

1.2.5.7 Virus Eyach

Virus Eyach je coltivirus z ¢eledi reoviri. Byl izolovan z klistéte Ixodes ricinus na jihu
Némecka vroce 1976. Soudi se, ze zpusobuje encefalitidu a polyneuritidu, zanétlivé

onemocnéni nervd, 1 kdyz to zatim nebylo dokazano.

1.2.5.8 Virus Powassan

Tento flavivirus byl poprvé izolovan v Kanadé roku 1958. Pfenasi ho hlavné klisté Ixodes
cookei. Spekuluje se i o prenosu klistétem Ixodes scapularis. V Rusku jej pfenasi i klist'ata
Ixodes persulcatus a n&které druhy rodu Haemaphysalis. Zpisobuje pomérné tézké

encefalitidy.

1.2.5.9 Louping ill

Flavivirus zpusobujici toto onemocnéni napada pievazné ovce v Anglii a Skotsku.
Prenasi jej klisté Ixodes ricinus. Pienos na ¢lovéka je mozny i respiracni cestou, ale lidské
infekce jsou velmi fidké. Projevuje se podobné jako klistova encefalitida. Nazev byl
odvozen ze starého skotského slova ,,loup* podle pfiznaku této choroby, kvili kterému ovce

vyskakuji do vzduchu.

1.2.5.10 Ostatni choroby pienasené klist'aty

Klistata zpusobuji mnohem vice chorob. Mezi dal§i patfi ndvratné horecky, které
zpusobuji bakterie rodu Borrelia. Projevuji se horeckou, zimnici, bolestmi svalii, nevolnosti

a muZe se objevit 1 vyrazka. Velmi dobfe reaguji na antibiotika.



Dalsi nakazou prenasenou klistaty je Q horecka. Zptsobuje ji bakterie Coxiella burnetti.
Klistata ndkazu $ifi mezi ovcemi a kozami a lidé onemocni bud’ pfimym kontaktem se
zvifaty, nebo pfi poziti produkti téchto zvifat, protoze tyto bakterie ptechazi napiiklad do
mléka. Projevuje se nespecifickymi chiipkovymi piiznaky a atypickymi pneumoniemi
s bolesti na hrudi. Léc¢i se antibiotiky.

Prvok Babesia je také prenaseny klistaty a napada pouze zvifata, u kterych zpusobuje
onemocnéni zvané babezioza. U lidi toto onemocnéni nebylo prokéazéano.

Klistata pravdépodobné pienasi i bakterie rodu Ehrlichia a Anaplasma.

1.2.6 Klist'ové toxikézy

Néktera klistata mohou zplsobovat hostiteli jeste¢ dals$i poskozeni, paralyzy, anafylaxi a
srdecni selhani, které maji na svédomi neurotoxiny produkované klistaty, konkrétné
lipocaliny zvané TSGP (Mans a kol., 2002). Ve slinach klistéte se hojné vyskytuji Ctyfi
TGSP (Mans a kol., 2001; Mans a kol., 2003). TGSP2 a TGSP4 jsou prokazateln¢ toxiny
pusobici na srdce. Nejcastéji jsou s kliStovymi paralyzami spojovéna klistata rodi
Dermacentor a Ixodes. Naproti tomu u klistéte Ornithodoros moubata TSGP2, TSGP3 a
TSGP4 plné chybi (Mans a kol., 2003).

2. Hemostaza

Hemostaza je proces, pii kterém dochazi k zastaveni krvaceni. Sklada se ze tii krok,

vasokonstrikce, aktivace desticek a jejich agregace a samotna koagulaéni kaskada.

2.1 Vasokonstrikce

Pii vasokonstrikci dochazi k reflexnimu staZeni poSkozené cévy. Dochazi k ni velmi
rychle po poskozeni. Tento proces je velmi dilezity pro zastaveni krvaceni. Latky
vyvolavajici vasokonstrikci se nazyvaji vasokonstriktory. Patii mezi n€ noradrenalin, ktery
pusobi jako neurotransmiter uvollovany sympatickym nervovym = systémem.
Neurotransmitery jsou chemikalie, které prenasi impulzy od neuronii k cilové bunce. Mezi
dalsi vasokonstriktory patii tromboxan A2, ktery je tvofen aktivovanymi trombocyty,

endotelin 1, produkovany v endotelu cév, angiotensin II a serotonin, ktery je obsaZen



Vv trombocytech a funguje jako neurotransmiter. Tato latka plisobi hlavné na procesy spojené
se zménou nalad, proto je vyuzivan k 1€cb¢€ depresi a poruch spanku. Mimo to ale piisobi na
srazlivost a zpusobuje kontrakce hladkého svalstva, naptiklad pii zuzZeni cév. Kromé
tromboxanu A2 také nckteré dalSi prostaglandiny mohou pisobit jako vasokonstriktory.
Prostaglandin E; (PGE;) muze pusobit vasokonstrikci nebo vasodilataci. To zavisi na mnoha
faktorech, mimo jiné na jeho koncentraci. Pfi vasokonstrikci je vasokonstriktor navazan na
receptor a vyvola tak zvySeni Ca®" uvnitf bundk hladkého svalstva cév. Tuto vazbu na
receptor zprostiedkovava regulacni G-protein. Depolarizace membrany zplsobi vstup Ca®*
napétim fizenymi iontovymi kandly L typu, které zpisobuji svalovou kontrakci, a uvolnéni
dalsiho Ca*" ze sarkoplasmatického retikula, coZ je hladké endoplasmatické retikulum uvnitf
svalovych bunék. Tim dochazi k silnéjs§imu stazeni svalu cévy. Jiz samotna vasokonstrikce

dokaze u mensich cév zastavit krvaceni (Nakahata, 2008; Norel, 2007; Clyman a kol., 1978).

2.2 Trombocytarni slozka hemostatického systému
2.2.1 Trombocyty

Trombocyty neboli krevni desti¢ky jsou dilezitou slozkou procesu srazeni krve. Vznikaji
Vv kostni dfeni z obrovskych bunck — megakaryocyti. Megakaryocyt je polyploidni burika,
muize mit 1 32 jader. Po rozpadu bunky jadra vSak zanikaji a ze zbytkli cytoplasmy se
utvareji zralé trombocyty. Z jednoho megakaryocytu vznikne az 5000 trombocytd. Produkce
trombocytl je regulovana trombopoetinem (TPO) z ledvin. Zralé trombocyty migruji nejprve
do sleziny, kde pfiblizné¢ 2/3 zlstanou uloZeny jako zésoba, zatimco 1/3 pokracuje dale do

cirkulace. Fyziologické hodnoty desticek v cirkulaci jsou 150 — 300 - 10%/1 krve.

2.2.2 Morfologie trombocytu

Trombocyty jsou nejmensi krevni elementy. VéEtSina ma v neaktivovaném stavu
pravidelny diskoidni (bochnikovity) tvar o priméru 2-4 pm. Nékteré mohou mit okrouhly
tvar s pseudopodiemi.

Na povrchu trombocytu je zevni plast’ tvofeny mukopolysacharidy a glykoproteiny. Na
ném jsou aloantigeny jako antigeny krevnich skupin (ABO), antigeny hlavniho
histokompatibilniho komplexu (HLA) a specificky trombocytarni antigen (trc-Ag). Pod

zevnim plastém je membrana, ve které jsou glykoproteiny tvofici specificka vazebna mista.



Naptiklad gp Ia tvofi vazebné misto pro kolagen, gp Ib Illa pro von Willebrandiiv faktor,
fibrinogen, fibronektin, gp V pro trombin.

Uvniti trombocytu je solubilni gel (hyaloplasma), ve kterém jsou 3 typy vldken
mikrotubuly, mikrofilamenta, mikrofibrily, které umoznuji zménu tvaru bunky pii aktivaci.
Trombocyt je bezjaderny, ale obsahuje organely, mitochondrie a Golgiho komplex, proto ma
velice intenzivni metabolismus. Granula trombocytil se déli na glykogenni a zdsobni. Prvnim
typem zasobnich granul jsou a granula, ktera obsahuji fibrinogen, von Willebrandtv faktor,
rustové bunécné faktory jako TGF B1, koagula¢ni faktory V a VIII a trombocytarni faktor 4
(f4), ktery pfi uvolnéni z granul podporuje krevni srazlivost mirnénim 0¢inki heparinu a
jemu podobnych molekul.

Druhym typem jsou & granula, ktera obsahuji ATP, ADP, kalcium a serotonin. Poslednim

typem jsou lysozomalni granula, kterd obsahuji lysozomalni enzymy.

Obr. 5: Srovnani erytrocytu (vlevo), trombocytu (uprostied) a leukocytu (vpravo).

zdroj: http://anthro.palomar.edu/blood/blood_components.htm

2.2.3 Funkce trombocytu

Pfi cévnim poranéni se odkryje kolagen, na ktery se destiCky vazi a zaroven jsou
aktivovany slouc¢eninami, které vylucuji poranéné burky. Patii mezi né¢ ADP, kolagen, ktery
se nachazi v endotelialnich bunkach, trombin, PAF (platelet-aggregation factor) a tromboxan
(Gachet a kol., 1997). Tyto latky rozpoznavaji specifické receptory a spoustéji aktivaci
desticek mechanismem aktivace G proteinu nebo navalem vapniku.

Aktivované desticky méni sviij tvar a prechdzeji do dendritickych forem s cetnymi

vybezky.



Pfi spousténi téchto mechanismi dochazi k aktivaci fosfolipazy C (PLC) a A2 (PLA3). To
vede K expresi integrinu oy B3 na vybézcich trombocytl. Tento integrin vaze fibrinogen
nebo von Willebrandiv faktor, ktery tvofi pfes vapnik mustky mezi aktivovanymi
destickami a tim vznika destiCkova zatka, tzv. bily trombus. Tento proces se nazyva primarni
agregace (Calvete, 1994; Shattil a kol., 1997 ; Plow a kol., 2001).

Interakce fibrinogen-integrin oy, B3 vede k degranulaci a uvolnéni fosfatydilserinu, ADP a
serotoninu, ktery napomaha stazeni cév. Nejprve se degranuluji o granula, poté o granula.
Aktivace PLA; uvolni arachidonovou kyselinu, ktera je pfeménéna na tromboxan A, ktery
také ucinkuje na stazeni cév. Endotelidlni bunky pfeménuji arachidonovou kyselinu na
prostacyklin PGl,, inhibitor shlukovani desti¢ek. To zabranuje vzniku trombocytovych zatek
mimo poranéné misto. Degranulace a uvolnéni sloucenin z granul se nazyva sekundarni
agregace.

Aktivované desticky mimo jiné vylucuji i spoustu prozanétlivych molekul, jako TGFj
(transforming growth factor) a interleukin 1B, ktery aktivuje bilé krvinky. Indukuji expresi
tkanového faktoru (TF), spolupracuji s imunitnim systémem, podporuji monocyty a
neutrofily. P-selektin produkovany destickami podporuje interakce mezi neutrofily,
destickami a endotelem. Kromé toho produkuji PAI-1, vyznamny inhibitor fibrinolytického

systému.

2.3 Plasmaticka slozka hemostatického systému

Koagulacni kaskdda se skladd ze dvou zékladnich systémid. Prvni je lokalni
hemokoagulace, tedy sraZeni krve. Druhou je fibrinolyticky systém, ktery rozklada vzniklé

tromby a udrZuje tak rovnovéahu.

2.3.1 Plasmaticky koagula¢ni systém

Hlavni sloZkou plasmatického koagulaéniho systému je 12 koagulacnich faktort
oznacenych FI-FXIII. FVI neexistuje, kdysi byl povazovan za akcelerin, ale bylo zjisténo, ze
se jednd o nefunkéni formu FV. VétSina znich se vyskytuje ve formé zymogent,
enzymatickou aktivitu ziskdvaji az po aktivaci. Kromé¢ FVII, ktery se v plasmé vyskytuje

v aktivni formé, protoze se po vazbé s FIII dokaze sam aktivovat (Davie a kol., 1991).
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2.3.1.1 Koagulacni faktory
2.3.1.1.1 FI —fibrinogen

FI, fibrinogen, je glykoprotein, ktery je bézné rozpustény v plasmé. Kromé jeho zasadni
funkce pfi srazeni krve je jednim z proteinti akutni faze, které se ucastni obrany proti infekci,
naptiklad pfi zanétu. Syntetizuje se v jatrech, 20mg/den. Je tvofeny tfemi parovymi fetézci
Aa, B ay. Casti fetézctl A a B, které se oznaduji jako fibrinopeptidy, pti aktivaci odpadnou.
V krvi se vyskytuje jako zymogen. Aktivni forma Fla se nazyva fibrin a patii mezi serinové
protedzy. Je aktivovan trombinem a vznikaji tak monomery fibrinu, které postupné

polymerizuji a tvoii pevnou sit’.

2.3.1.1.2 FIl — protrombin

Protrombin je plazmaticky glykoprotein. V krvi se vyskytuje ve form&€ zymogenu. Je
syntetizovan v jatrech za pfitomnosti vitaminu K. Tento vitamin ovliviiuje aktivitu
karboxylazy pii preméné kyseliny glutamové na gamma-karboxyglutamovou kyselinu. Bez
pfitomnosti vitaminu vzniké pouze prekurzor zvany PIVKA Il(protein induced in vitamin
K absence). VSechny faktory zavislé na vitaminu K maji podobnou strukturu (FII, FVII, FIX
a FX). Skladd se ze dvou fetézcl, lehkého (N-terminalniho) a tézkého. Pii aktivaci
komplexem protrombindzou (FXa, FVa, membranové fosfolipidy, Ca?" ionty) je
polypeptidovy fetézec St€pen na N-konci na dvou mistech, kdy je odstranén aktivacni peptid.

Tézky tetézec je pfimo aktivni enzym, trombin (FIla), ktery patii mezi serinové protedzy.

2.3.1.1.3 FlIl — tkanovy faktor (tromboplastin)

FIII je glykoprotein, nezbytny pro zahdjeni ptemény protrombinu na trombin. Sklada se
ze tfi domén. Prvni doména, kterd je umisténa vné bunky, vaze faktor VIla. Druhou
doménou je doména transmembranovd, a tfeti je doména cytoplasmatickd, kterd je uvnitf

bunky.

2.3.1.1.4 FIV — Kkalciové ionty

Vépnik je pro organismus diilezity v mnoha smérech. Tady se ve formé Ca** uplatiuje
hned na nékolika mistech koagula¢ni kaskddy. Tvoii komplex zvany tenaza, ktery se

v

uplatiiuje ve vné&jsi 1 vnitini cesté koagulacni kaskady. V obou ptipadech aktivuje FX. Je
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soucasti i komplexu protrombindzy, ktery aktivuje pfeménu protrombinu na trombin, a FV.

Aktivuje FXIII, ktery stabilizuje fibrinovou sit’ a sam stabilizaci také napomaha.

2.3.1.1.5 FV — proakcelerin

FV je nazyvan také labilni faktor. Je to glykoprotein syntetizovany v jatrech a
v megakaryocytech. Po rozpadu megakaryocytu zistava v granulich trombocytd. V jeho
molekule je pevné navazan Ca. Po jeho odstranéni ztraci FV svou biologickou aktivitu. Sam
neni enzymaticky aktivni, plisobi pouze jako kofaktor. Pti aktivaci se rozStépi na dva fetézce,
lehky a t&zky, které jsou nekovalentné vazany Ca®* ionty. Uatni se pfemény protrombinu na
trombin, je soucasti komplexu protrombinazy, kde zesiluje i¢inek FXa. Muze byt inhibovan

proteinem C.

2.3.1.1.6 FVII — prokonvertin

FVII je glykoprotein syntetizovany v jatrech za pfitomnosti vitaminu K. Je jednim
z faktorti protrombinového komplexu. Za jeho nepfitomnosti vznikd pouze nefunkéni
prekurzor PIVKA VIIL. Je tvofen dvéma fetézci, lehkym a tézkym. Dokdze sam sebe
aktivovat na FVIIa po vazb¢ s FIII. V komplexu s FIII se tcastni aktivace FX vné&jsi cestou

koagulace. Tento komplex se nazyva tenaza (FVIla, FIII, tkanové fosfolipidy a Ca?").

2.3.1.1.7 FVI1II — antihemofilicky faktor A

FVIII je glykoprotein syntetizovany v jatrech, bez enzymatické aktivity, stejné jako FV.
Patii mezi bilkoviny akutni faze zanétu. FVIII je heterodimer. Tvofi ho dva nekovalentné
tvofené fetézce, t€zky a lehky. V plazmé se nachazi FVIII s antigennimi a koagula¢nimi
vlastnostmi navdzany na nosi¢ — von Willebrandlv faktor, ktery napomahé adhezi a agregaci
trombocytl. Z této vazby se vymani vazbou na fosfolipidy. Volny FVIII je aktivovan na
FVIlla trombinem nebo FXa. Je soucasti komplexu zvaného tenaza pro vnitini cestu
koagulace (FIXa, FVIII, trombocytarni faktor 3 a Ca®"). Nedostatek tohoto faktoru
zpusobuje hemofilii typu A, ktera se projevuje krvacenim po operacich nebo urazech, které
trva delsi dobu neZ je obvyklé, nebo spontdnnim krvacenim, nejcastéji do kloubd, svali,
podkozi a vyjimecne 1 do CNS. Lidé s timto onemocnénim trpi silnou bolesti a otokem

kloubti, Casto se u nich spontanné tvoii podlitiny a objevuje se krvaceni z nosu, anémie a
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krev v moci. Projevy nemoci mohou byt riizné intenzity. Postizeni jsou pfevazné muzi, zeny

jsou pouze prenasecky, protoze se nemoc pienasi ve formé vadné alely na chromosomu X.

2.3.1.1.8 FIX = Christmas faktor

Tento faktor patfi do protrombinového komplexu. FIX je syntetizovan v jatrech za
pritomnosti vitaminu K. Bez tohoto vitaminu vznika pouze nefunkcni prekurzor PIVKA IX.
V plasmé je piitomen jako zymogen, po aktivaci ziskava charakter serinové proteazy. Je
aktivovan FXla a podili se na aktivaci FX, je soucasti komplexu tendzy. Byl pojmenovan
podle Stephena Christmase, u kterého byla roku 1952 zjisténa hemofilie typu B zptisobena
deficitem FIX. Proto se n¢kdy oznacuje jako antihemofilicky faktor B. Hemofilie B se

projevuje stejn¢ jako hemofilie A.

2.3.1.1.9 FX — Stuart — Prover faktor

FX je pojmenovan podle prvnich dvou pacientii, u kterych byl zjistén jeho deficit. Je
syntetizovan v jatrech za pritomnosti vitaminu K. Bez vitaminu vznika jen nefunk¢ni
prekurzor PIVKA X. FX patii do protrombinového komplexu. Tento faktor ma klicové
postaveni v koagulacni kaskad¢. Je aktivovan vnitini nebo vnéjsi tendzou a spolu s FV, Ca?t
a membranovymi fosfolipidy tvoii komplex zvany protrombindza, ktery zplsobuje pfeménu
protrombinu na aktivni trombin. Je relativné stabilni, protoZze se béhem procesu koagulace

nespotiebovava.

2.3.1.1.10 FXI — PTA (plasma thromboplastin antecedent)

FXI je glykoprotein syntetizovany v jatrech. V neaktivni formé cirkuluje v dimerické
struktufe — 2 symetrické polypeptidové fetézce. Je aktivovan FXIla a jeho aktivni forma
(FXIa) zpétn€ reguluje aktivaci FXII. Po aktivaci zplsobuje pfeménu FIX na FIXa. Je
nazyvan také antihemofilicky faktor C, protoze jeho deficit zptisobuje hemofilii typu C. Toto
onemocnéni je vzacné. Spontanni krvaceni zpusobuje ziidka, projevuje se hlavné zvySenym
krvacenim po Urazech a operacich, které trva delsi dobu, nezZ by mélo. Jde o autozomalné

recesivni poruchu, postihuje obé pohlavi.
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2.3.1.1.11 FXII — Hagemaniiv faktor

FXII je glykoprotein syntetizovany v jatrech. Vyskytuje se ve formé zymogenu, po
aktivaci se stava serinovou protedzou. Je nazyvan také kontaktni faktor, protoze se aktivuje
pti adsorpci na povrchy, jako kolagen, bunécné fragmenty, in vitro sklo nebo azbest, pfi
které dojde ke zméné tercidlni struktury. Zahajuje tak vnitini cestu aktivace koagulacni
kaskady. FXIla aktivuje pfeménu FXI na FXIa. Byl pojmenovan podle prvniho pacienta, u
kterého byl zjistén jeho deficit.

2.3.1.1.12 FXIII — fibrin stabilizujici faktor

FXIII je glykoprotein, ktery je syntetizovan v jatrech. V plasmé cirkuluje jako tetrametr
A;B; ve form& zymogenu. Retdzce A maji enzymatickou aktivitu, jsou obsaZeny
Vv trombocytech a po aktivaci trombocyti uvolnény do plasmy, fetézce B jsou tvoieny
nosicovou bilkovinou a voln€ se vyskytuji v plasmé. Pfi aktivaci se odstépi maly peptid
Z fetézce A trombinem a vysledny FVIIIa plsobi jako transglutamindza. Pro aktivaci jsou
nutné Ca?" ionty. FXIII se podili na tvofeni kfizovych mustkii (vazby y-glutaminyl-g-
aminolysyl) ve fibrinové siti a vytvaii se tak pevna nerozpustna sraZzenina. Je znam také jako

Laki-Loranduv faktor, podle védcu, ktefi poprvé uvazovali o jeho existenci v roce 1948.

2.3.1.2 Tromboplastinogeneze

V této fazi koagulace se tvofi aktivator protrombinu, coz vede k aktivaci FX. K tomu

muze dojit dvéma zptisoby, bud’ pti aktivaci vnéjsi, nebo vnitini cestou.

2.3.1.2.1 Vniti'ni cesta koagula¢ni kaskady

Tato cesta aktivace zac¢ina kontaktem s negativné nabitym smacivym povrchem. In vivo
jim byva vétsinou poSkozeny endotel, bazadlni membrana nebo nejcastéji kolagen. Tento
kontakt aktivuje FXII na FXIla. Tato reakce vyzaduje HMWK (high-molecular-weight
kininogen). Plasmaticky protein pre-kalikrein je pfeménén na kalikrein. Kalikrein zplsobi
pfeménu HMWK na bradykinin, ktery se podili na cévni propustnosti, rozsifeni cév a vzniku
zanétu. Mimo to je kalikrein u€inny aktivator FXII. FXIla aktivuje FXI (FXI—FXIa), ktery
aktivuje FIX (FIX—FIXa) a zarovenl zpétnou vazbou dale stimuluje aktivaci FXII. FIXa
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spolu s FVIII, Ca* a trombocytarnim faktorem 3 (trc-f3) tvoii komplex zvany tendza, ktery
aktivuje FX (FX—FXa). V tomto bod¢ se sbihaji obé cesty koagulace (Colman, Schmaier,
1997).

wewr

2.3.1.2.2 Vnéjsi cesta koagula¢ni kaskady

Vnéjsi cestu startuje tkanovy faktor (FIII), ktery se vyskytuje v hlubSich vrstvach stény
cév, kontaktem s FVIIL. FVII se dokaze sam aktivovat na FVIla a aktivovat FX, ale pfilis
pomalu. Proto se na aktivaci FX (FX—FXa) podili ve form¢ tendzy, spolu s FIII, tkanovymi

fosfolipidy a Ca**, coZ reakci zna¢ng urychli.

2.3.1.3 Trombinkonverze

Od aktivace FXa pokracuji obé cesty stejné. DalSim krokem je pfeména protrombinu
(FII) na trombin (FIla). Na pfeméné se podili komplex aktivatori protrombinu, ktery je
tvofen FXa, fosfolipidy (desticky), Ca?* a FV, ktery se na celé reakci podili jako urychlujici
kofaktor. N¢které faktory jsou posléze v jatrech upravovany a pfeménény na aminokyselinu
y-karboxyglutamovou (Gla), kterda umoziuje interakci Ca?* s destickovymi fosfolipidy.
K tomu je nutny dostatek vitaminu K.

Po aktivaci je protrombin postupné $t€pen na trombin. Z jeho N-konce je odsStépen
fragment 1-2. Vznikly pretrombin je dale $tépen a upravovan na trombin, ktery rozdéli
fragment 1 a fragment 2. Fragment 1 pusobi jako kompetitivni inhibitor konverze

protrombinu, fragment 2 se vaZe na FV. Trombin mimo jiné aktivuje trombocyty a FXIII.

2.3.1.4 Fibrinogeneze

Posledni a nejdilezit&jsi casti celé koagulacni kaskady je pfeména fibrinogenu (FI) na
fibrin (Fla). V prvni proteolytické fazi pfemény trombin §tépi fibrinogen. Dochazi k oddéleni
fibrinopeptidi A a B. Vznikne tak profibrin (monomer fibrinu). V polymeriza¢ni fazi
monomery fibrinu spontanné polymerizuji a postupné tvoii sit’. Tato sit’” zatim neni pevna,
lze ji snadno rozbit, protoZze ji drzi pohromadé jen slabé vazebné interakce. Tteti faze je
stabiliza¢ni. Ugastni se ji FXIIla, aktivovany fibrinem a Ca®". Fibrin je pfemeénén do podoby
prostorové sité, kterd je stabilni a pevna. Do hotové sité se zachyti krevni elementy a vytvoii
tak kone¢nou srazeninu (trombus). Nakonec za pomoci trombocyti dojde k retrakci

(smrsténi) srazeniny a uvolni se sérum.
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Contact system: Cellular injury:
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Obr. 6: Schématické znazornéni koagula¢ni kaskady.

zdroj: http://www.hepcentro.com.br/exames.htm

2.3.2 Fibrinolyticky systém

Vzniklou srazeninu je tieba odstranit. Fibrinolyticky systém nejprve odstrafuje
piebytecny fibrin béhem koagulace a pozdéji rozpousti trombus. Hlavni sloZkou
fibrinolytického systému je plasminogen (Cesarman-Maus a Hajjar, 2005; Collen a Lijnen,
2005).
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Obr. 7: Schématické znazornéni fibrinolyzy.
zdroj:http://depts.washington.edu/labweb/dept/staff/bios/hemostas/introfibsys_figure 1.html

2.3.2.1 Plasminogen

Plasminogen je jednoietézcovy glykoprotein tvofeny v jatrech. In vivo se vyskytuji dvé
formy. Glu-plasminogen ma na svém N-konci glutamin. Po odStépeni polypeptidu vznika
lys-plasminogen, ktery ma na N-konci lysin a je citlivéjs$i na plisobeni aktivatori. Existuje
nékolik typil aktivatorti plasminogenu. Aktivace je zaméfena na fibrin, protoze se na ngj
plasminogen a tPA vazou.

Aktivatory plasminogenu mohou byt vnitini, té€lu vlastni, nebo vnéj$i. Prvni skupinou
vnitinich aktivatorii jsou tkdnové aktivatory (tPA), které jsou syntetizovany a skladovany
v endotelu. Druhou skupinou jsou plasmatické aktivatory. Tyto aktivatory jsou ve vSech
sekretech. Jejich hlavni vyznam je v zamezeni ucpani vyvodl zlaz. Patfi mezi n€ urokinaza
(uPA), ktera se tvori v ledvinnych bunikach a udrzuje ledvinové kanalky prichodné.

Vyznamny vn&jsi aktivator je bakteridlni streptokinaza. Tento protein neni enzym a je
produktem B-hemolytického streptokoka. Komplex streptokinazy a plasminogenu dokéaze

aktivovat pfeménu dal$iho plasminogenu na plasmin.
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2.3.2.2 Plasmin

Plasmin je serinova protéza. V cirkulaci je navazan v komplexu plasmin-antiplasmin. Pti
kontaktu s fibrinem se plasmin z vazby uvolni a navaze se na fibrin, pfipadné fibrinogen.
Diky uc¢inkiim plasminu se fibrin zacne rozpadat na jednotlivé fragmenty, FDP (fibrin-

degradacni produkty).

2.3.2.3 Fibrin degrada¢ni produkty (FDP)

Pii Stépeni fibrinogenu plasminem vznikaji nehomogenni fragmenty. Lyza fetézct
probihd v potadi Aa-Bf-y. Fragmenty se nazyvaji X, Y, D a E. Dva vzniklé D fragmenty
maji na zbytcich fetézci o a B vazebna mista. Diky tomu jsou schopny vazat se na
monomery fibrinu a ptsobi tak jako inhibitor polymerace. Fragment E mé specifickd mista
pro vazbu trombinu a pusobi tak jako antitrombin.

Stabilizovany fibrin je hiife Stépitelny. Rozklad trva déle. Nejdiive se §tépi fetézce B a .
Vznika tetézec E a dva fetézce D (D-dimer). Fragmenty jsou postupné degradovany na malé

peptidy a vylou¢eny mo¢i.

2.3.3 Inhibitory koagulace

Mezi tfi nejvyznamné&jsi antikoagulanty patii TFPI (tissue factor pathway inhibitor),
antitrombin 111 (AT 11) a protein C.

TFPI je jednofetézcovy polypeptid se schopnosti blokovat vznik komplexu FVIIa/TF.
V prvnim kroku se navdZze do komplexu TFPI/FXa a ve druhém kroku inaktivuje FVIIa
navazany na TF. Pied u¢innou inaktivaci koagulace timto zptisobem se vSak musi objevit
néjaky FXa (Adams, 2012).

Antitrombin IIT (AT III) je glykoprotein syntetizovany v jatrech a endotelu, ktery se vaze
na trombin, FXa a dalsi faktory, které maji serinové akéni centrum (tedy vSechny kromé FV,
FVIII a FXIIIa). Vyznamnym kofaktorem urychlujicim reakci je v tomto ptipad¢ heparin.
Heparin se vaze na antitrombin, ktery zméni konformaci a odhali aktivni centrum, na které
se navaze trombin (komplex TAT — trombin-antitrombin), nebo jiny koagula¢ni faktor, a tim
je inaktivovan (Rezaie, 2000).

Trombomodulin je protein v endotelialnich bunikach. Vaze se na trombin. Tento komplex

aktivuje protein C.
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Protein C je serinovad protéza syntetizovana v jatrech. K syntéze je nutnd piitomnost
vitaminu K. Aktivni protein C tvoii komplex se svym kofaktorem proteinem S, ktery nema

zadnou enzymatickou aktivitu. Tento komplex inaktivuje FVa a FVIIla (Estmon, 2003).

2.3.4 Inhibitory fibrinolyzy

Aktivatory plasminogenu jsou rychle a uCinné inhibovany. Inhibitor aktivatoru
plasminogenu 1 (PAI-1), znamy také jako serpin El1 (serine protease inhibitor), tvoii
piiblizné 65% vsech antifibrinolytickych slozek plasmy. Aktivitu tohoto inhibitoru reguluje
interakce s vitronektinem, ktery napomaha stabilizaci PAI-1 (Dellas a Loskutoff, 2005).

Dalsim regulatorem fibrinolyzy je TAFI (thrombin-activable fibrinolysis inhibitor),
karboxypeptidaza B2. TAFI odstiihava lysin z konci plasminu a zabranuje tak navazani
plasminu na fibrin (Mosnier a Bouma, 2006).

Hlavnim inhibitorem fibrinolytického systému je ay-antiplasmin. Vaze se na plasmin a
tvofi s nim stabilni komplex. Teprve po vyCerpani ap-antiplasminu se zacne projevovat

rychle G€inkujici ap-makroglobulin, ktery inhibuje plasmin a kalikrein.

3. Latky v klistécich slinach ptsobici na hemostaticky systém hostitele

3.1 Latky bohaté na glycin, prolin, nebo podobné kolagenu

Tyto latky neovliviiuji hemostazu hostitele pifimo, ale urcitym zplsobem se na tomto
ovlivnéni podileji. Tato velkd skupina se jesté dale déli na pravdépodobné ,,pokozkové*
(cuticle) proteiny, proteiny bohaté na alanin, kolageny, malé a velké GGY(glycin-glycin-
tyrozin) peptidy, GYG proteiny ve velké mife u klistéte rodu Rhipicephalus, ,,cementovy*
protein metastriat podobny pavou¢imu, malé kolagenu podobné peptidy specifické pro
klistata rodu Ixodes, metastriata a proteiny specifické pro Argasidae, podobné kolagennim
peptidim rodu Ixodes. Pokozkové a kolagenni proteiny jsou pravdépodobné dulezité pro
zakladni funkce organismu, jako soucast extracelularni matrix slinnych 714z a ¢ast dychaciho
systému. Jiné proteiny pravdépodobné slouzi jako klistéci ,,cement”. Produkce ,,cementu® se
li$i u riznych druhii tvrdych kliStat podle toho, zda jsou metastridtni nebo prostriatni.

Metastriatni kliSt'ata maji mensi Gstni ustroji, proto produkuji hodné cementovych proteint,

19



aby se udrzela v ktzi hostitele. Prostriatni klistata maji delsi Gstni Gstroji, proto k udrzeni se
nepotiebuji cementu tolik (Grigor’eva, 2002; Alekseev a kol., 1995, Alekseev a kol., 1996).
Ostatni proteiny se podobaji epidermalnim proteiniim hostitele. Nékteré cementové proteiny

metastriat by se daly vyuzit na vyrobu vakcin.

3.2 Muciny

Tyto glykoproteiny bohaté na serin nebo threonin se mohou také tcastnit pfichyceni
klistéte k hostiteli a samotného krmeni (Hansen a kol., 1998). O mechanismu jejich funkce
se predpoklada, Ze pokryji chitinové Casti ustniho ustroji klistéte nebo misto sani. Nékteré
Z nich obsahuji zfetelné chitin-vazajici domény. Spoustu glykoproteint ze skupiny mucinil
lze nalézt 1 u savci, kde tvoii soucdst membran a endoplasmatického retikula, nalézaji se na
sliznicich a jejich charakteristickou vlastnosti je schopnost tvofit gelovité substance, jako

napiiklad hlen.

3.3 Antigen 5 (AG5) a jemu podobné proteiny

AGS patii do skupiny CAP proteint, do které mimo jiné patii proteiny bohaté na cystein
a proteiny spojené s patogenezi 1 (cysteine-rich secretory proteins, antigen 5, pathogenesis-
related 1 proteins). AG5 a podobné proteiny lze nalézt ve slinnych zlazach mnoha
hematofagnich organismii, hmyzu a klistat (Anderson a kol., 2006; Arca a kol., 2005; Arca a
kol., 2007; Calvo a kol., 2004;Calvo a kol., 2006; Calvo a kol., 2007; Campbell a kol., 2005;
Charlab a kol., 1999; Ribeiro a kol., 2007). Maji spoustu rozmanitych funkci, pusobi
endokrinné€ nebo parakrinné. U klistat zatim Zadna funkce téchto proteind nebyla objevena,
ale u plzt rodu Conus maji specifickou proteazovou aktivitu. Nékteré obsahuji RGD doménu
a puasobi jako inhibitory agregace desti¢ek (Xu a kol., 2008). Jsou i v hadich jedech, kde
blokuji vapnikové iontové kandly a zpisobuji uvolnéni hladkého svalstva. Patfi mezi né 1

neurotoxiny jedovatého jestéra Heloderma horridum (Nobile a kol., 1996).

3.4 Ixodegriny

Tyto latky jsou pojmenovany podle klistat rodu Ixodes, u kterého byly poprvé objeveny
(I.pacificus a l.scapularis). Jsou bohaté na aminokyselinu cystein, ptedpoklada se, Zze maji
RGD (arginin-glycin-asparagova kyselina) a KGD (lysin-glycin-asparagova kyselina)

domény. Hemostaticky systém hostitele ovliviuji tak, ze reaguji s fibrinogenem a pterusi
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jeho vazbu na trombocyty a tak funguji jako inhibitor desticek, zabrafnujici vzniku primérni
zatky (Francischetti a kol., 2005). Peptidy obsahujici RGD domény byly pojmenovany
variabilin podle tvrdého klistéte Dermacentor variabilis, savignygrin podle mékkého klistéte
Ornithodoros savignyi a disagregin, kterému chybi RGD, byl objeveny u mékkého klistéte
Ornithodoros moubata. Variabilin ptisobi jako Gi¢inny antagonista fibrinogenového receptoru
glykoproteinu GP Ilb-Illa (integrin oypP3). Tento receptor se nachazi na trombocytech.
Kromé toho funguje také jako antagonista vitronektinového receptoru ayf3 (integrin
alfaVbeta3). Vitronektin se vaze na inhibitor aktivatoru plasminogenu 1 (PAI -1) a reguluje
tak proteolyzu. Je také soucasti trombocytl. Obsahuje RDG sekvenci. Jeho receptor je
integrin slozeny zintegrinu oV a integrinu B3. Tento receptor je exprimovan na
trombocytech (Wang a kol., 1996). Savignygrin plsobi také jako inhibitor trombocyti.
Dokéze inhibovat agregaci trombocytl, ackoliv jiz byla aktivovana ADP, kolagenem,
peptidem aktivujicim trombinovy receptor a epinefrinem a desticky jiz prosly zménou tvaru.
Inhibuje také ATP receptory P2 (a-CD41), fibrinogenovy receptor (GP Ilb-111a) a adhezi
trombocytl k fibrinogenu. Savignygrin nejspiSe plisobi specificky pouze na receptor GP Ilb-
IIla (integrin aypPs), protoze neinhibuje adhezi osteosarkomovych buné€k s receptorem a,f3
k vitronektinu nebo fibrinogenu (Mans a kol., 2002). Disagregin inhibuje agregaci desti¢ek
aktivovanou ADP, kolagenem, epinefrinem a dalSimi aktivatory, stejné jako tomu je u
savignygrinu. Pfi inhibici agregace se vaze na fibrinogenovy receptor. Inhibuje adhezi
trombocytl k fibrinogenu, ¢aste¢né inhibuje adhezi k fibronektinu a velmi malo pisobi na
adhezi ke kolagenu (Karciewski a kol., 1994; Karciewski a Connoly, 1997). Ixodegriny rodu
Ixodes se od téchto lisi tim, ze maji aminokyselinu cystein lemujici RGD doménu. Ixodegrin
I, specificky pouze pro rod Ixodes také vykazuje zna¢nou strukturni podobnost s neurotoxiny

hadu ¢eledi Elapidae. Stejné jako piedchozi pusobi jako inhibitor agregace trombocyti.

3.5 Proteiny obsahuji Kunitzovu doménu

VétSina téchto proteinli inhibuje S1 (serinové) proteazy, kterymi je vétSina faktorQ
koagulacni kaskady. Kunitzova doména je bohatd na disulfidy, mize mit tfi a u nékterych
druhil 1 vice disulfidickych mistkli. Obsahuje také 6 specificky umisténych cysteini, které
tvofi disulfidické mistky typické pro BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor). U téchto
proteinli je protisrazliva aktivita dokdzana. Objevuji se proteiny s vice Kunitzovymi

doménami a interaguji napiiklad s FXa a protrombindazovym komplexem.
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Proteiny skupiny Monolaris maji jednu Kunitzovu doménu. Patii mezi né trombinovy
inhibitor savignin, anti-FXa peptidy klist'at Ornithodoros moubata a Ornithodoros savignyi,
zvané TAP (tick anticoagulant peptide) a FXal(FXa inhibitor). Savignin je trombinovy
inhibitor, inhibuje pouze agregaci trombocytt aktivovanou trombinem, agregaci aktivovanou
ADP nebo kolagenem nikoliv. Vaze se na inhibitor a-trombinu (Mans a kol., 2002). TAP je
specificky inhibitor faktoru Xa (Waxman a kol., 1990).

Skupina Bilaris/Ixolaris ma dvé Kunitzovy domény. Z této skupiny je zndm inhibitor TF
a tedy inhibitor vné&jsi cesty aktivace koagulacni kaskady ixolaris klistéte Ixodes scapularis
(Monteiro a kol., 2004; Nazareth a kol., 2006; Francischetti a kol., 2002), antitrombin
klistéte Amblyomma hebraeum, a boophilin, antitrombin klistéte Boophilus microplus.
Ixolaris vykazuje zna¢nou podobnost s TFPI (tissue factor pathway inhibitor). Inhibuje
vnéjsi cestu aktivace koagulacni kaskady tim, ze se vaze na FXa nebo FX a inhibuje
komplex FVIIa/TF (tenazu vnéjsi cesty). Rozdil mezi ixolarisem a TFPI je ve zptisobu vazby
na FXa. TFPI se vaze na aktivni centrum FXa, zatimco tvorba komplexu ixolaris-FXa je
zprostiedkovana pres vazebné misto pro heparin (na FXa), diky tomu klesd aktivita FXa
Vv protrombinovém komplexu (Nazareth a kol., 2006). Antitrombin klistéte Amblyomma
hebraerum, pojmenovany amblin, vykazuje velkou podobnost s TFPI a ixolarisem klistéte
Ixodes scapularis (Lai a kol., 2004). I jejich u¢inky jsou velmi podobné. Boophilin
neovliviluje pouze trombin, ale 1 ostatni latky s proteolytickou aktivitou, serinové protedzy
jako trypsin a plasmin (Macedo-Ribeiro a kol., 2008).

Z proteinli, které maji tfi a vice Kunitzovych domén, je zatim charakterizovan pouze
jeden. Pentalaris klistéte Ixodes scapularis vykazuje podobnost s TFPI a inhibuje FVIIa/TF.
Vaze se na FXa 1 FX, nikoliv v8ak na FVIIL. Ve vysokych koncentracich miiZze inhibovat 1
FIX (Francischetti a kol., 2004).

Existuji i proteiny s modifikovanymi Kunitzovymi doménami. Jeden =z nich,
pojmenovany ornithodorin, byl objeveny u klistéte Ornithodoros moubata. Je to Géinny a

vysoce selektivni trombinovy inhibitor (van de Locht a kol., 1996).

3.6 Proteiny se serpinovou doménou

Serpiny jsou proteiny se schopnosti inhibovat serinové protedzy a tim ovliviiovat
koagulacni kaskadu. Existuji extraceluldrni i intraceluldrni serpiny. Byly zjiStény u vice

druhti hematofagnich organismu. Napiiklad u komar rodu Aedes inhibuji FXa (Stark a kol.,
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1998). Serpin zvany IRIS, podle objeveni u klistéte Ixodes ricinus, je znamy svymi
imunosupresivnimi vlastnostmi, které z n¢j délaji velmi nad€jnou latku pti vyvoji vakciny.
Tento serpin obsahuje klicku reaktivniho centra (RCL), ktera je nutnd k interakci serpint a
serinovych proteaz. Ovliviiuje hemostazu tim, ze prerusi koagulaci a fibrinolyzu pies anti-
proteolytickou RCL doménu. Jeho antihemostatické ucinky jsou zatim pomérné malo

prozkoumané (Prevot a kol., 2006).

3.7 Cystatiny

Cystatiny jsou inhibitory cysteinovych protedz. Skladaji se z cysteinovych zbytkl
vazanych disulfidickymi miustky. Inhibuji hlavné peptidazy patiici do skupiny Cl1
(papainové peptidazy) a C13 (legumainové peptidazy). D€Eli se na cystatiny typu 1, které jsou
intracelularni, a cystatiny typu 2, které¢ jsou extracelularni. Cystatiny typu 1 se nachazi
V cytosolu mnoha typd bunék a muzou se objevit v malych koncentracich i v télnich
tekutindch. Jsou to jednofetézcové latky, které tvofi ptiblizné 100 cysteinovych zbytkd, ale
nemaji disulfidické mustky. Cystatiny typu 2 jsou pievazné extraceluldrni a nachazi se ve
vétsSing télnich tekutin. Cystatiny typu 3 jsou multidoménové proteiny, u savcu tuto skupinu
oznacujeme jako kininogeny. Mimo tyto tii skupiny existuji jest¢ neklasifikované cystatiny.

U klistéte Ixodes scapularis byly charakterizovany dva cystatiny typu 2, pojmenované
sialostatin L a sialostatin L2. Sialostatin L byl pojmenovan podle své funkce, inhibuje
cathepsin L. Jim inhibované cysteinové proteazy maji vliv na proteolyzu, proto ji cystatiny

rrrrr

a kol., 2007).

3.8 Thyropiny

Thyropiny obsahuji dvé TY (threonin-tyrozin) domény. Inhibuji cysteinové proteazy a
vazou ,,spoluhrace” heparinu. Thyropiny byly odvozeny od proteinu s jednou TY doménou,
ktery byl objeven u klistéte Ornithodoros moubata. Ostatni proteiny tohoto typu byly
zjistény u klistat Rhipicephalus microplus, Rhipicephalus appendiculatus, Amblyomma

cajennense a Amblyomma variegatum. Jejich funkce zatim neni znama. (citace!)
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3.9 Hirudin/madanin/variegin

Madaniny jsou relativné malé antitrombiny, objevené ve slinnych zlazach klistéte
Haemaphysalis longicornis. Byly nazvany madanin 1 a madanin 2. Jsou to velmi malé
molekuly, maji jen 7-kDa. Bylo zjisténo, ze inhibuji pfeménu fibrinogenu na fibrin
aktivovanou trombinem, trombinem katalyzovanou aktivaci FV a FVII a trombinem
indukovanou agregaci trombocyti. Pfredpokladany mechanismus této inhibice je takovy, ze
se madanin 1 a 2 vaze na molekulu trombinu, pfesnéji na jeji vazebné misto pro anion
1(anion-binding exosite 1) a interaguje s fibrinogenem, FV, FVII a trombinovym receptorem
na trombocytech, které také maji vazebné misto pro anion (Iwanaga a kol., 2003). Podobné
latky byly objeveny i u klistéte Dermacentor andersoni.

Hirudin je peptid objeveny ve slinnych zlazach 1ékatrsky vyuzivanych pijavic (Hirudo
medicinalis). Ma silné antikoagula¢ni Gi¢inky. Pisobi jako inhibitor trombinu, vaZe se na n¢j
a zabranuje tak zniku srazeniny, ptipadné srazeninu rozpousti (Fields, 1991).

Proteiny podobné hirudinu byly ptedpokladany u klistéte Amblyomma variegatum
(Kazimirova a kol., 2002). Koédujici sekvence tohoto proteinu byla objevena v roce 2004.
Protein by se mél skladat z pfiblizn€ 200 aminokyselin. Pfibuzny, ale mnohem kratsi protein
(pouze 32 aminokyselin) zvany variegin byl jiz dfive objeven u Amblyommy variegatum.
Ukazalo se, Ze jde o inhibitor trombinu, na ktery se vaZze s vysokou specifitou. Delsi proteiny
jsou varieginu velmi podobné, protoZze se V nich objevuji varieginové sekvence. Mimo to
jsou pfibuzné madaninim. VSechny tyto latky se vyskytuji pouze u tvrdych metastriatnich

klistat.
3.10 Proteiny ,,basic tail*

Tyto proteiny se nazyvaji ,,basic tail proteins®, (BTP), protoze vétSina z nich ma zakladni
C(karboxy)-konec nebo ocas, tedy je zakoncena karboxylovou skupinou —COOH. Neékteré
z nich v§ak mohou mit kysely ,,ocas* (-COQ") a n¢kterym tplné chybi (Ribeiro a kol., 2006).
Tento konec nejspis$ napomaha interakci s fosfolipidy na povrchu aktivovanych trombocytt a
zirnych bunék. ,,Basic tail proteiny lze nalézt u mékkych i tvrdych klistat. Nékteré z nich
byly objeveny u klistéte Ixodes scapularis (Narasimhan a kol., 2002) a Ixodes pacificus, kde
se uplatnuji proti srazeni krve hostitele. Protein oznaCovany jako gi|49286982 ma RGD
doménu a mohl by se chovat jako inhibitor agregace desti¢ek (Francischetti a kol., 2009).
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Basic tail proteiny vykazuji podobnost s exogennimi antikoagulanty jako je Salp 14 klistéte

Ixodes scapularis, ktery ptsobi jako inhibitor FXa.

3.11 Karboxypeptidazové inhibitory

Tyto proteiny jsou doposud téméef neprozkoumané. Poprvé byly objeveny u klistéte
Rhipicephalus bursa. Popsany byly i u druhtt Haemaphysalis longicornis, Dermacentor
andersoni a Rhipicephalus microplus. Pusobi jako inhibitory fibrinolyzy inhibici
plasmatickych karboxypeptiddiz N a B (Arolas a kol.,, 2005). Karboxypeptiddza N,
bradykinin, zpiisobuje dilataci (rozsifeni) cév a zvysuje cévni propustnost. Karboxypeptidaza
B je znama také jako trombinem aktivovatelny inhibitor fibrinolyzy (thrombin-activable
fibrinolysis inhibitor, TAFI).

3.12 Lipocaliny

Lipocaliny jsou proteiny schopné ptfepravovat malé hydrofobni molekuly, diky jejich
struktufe antiparalelniho B-barelu s +1 topologii. Uvniti dutiny je vazebné misto pro
hydrofobni ligandy.

Byly zjistény ve slinach klistat a plostic z pod¢eledi Triatominae, ktefi jsou stejné jako
klistata hematofagni. U téchto ploStic bylo zjist€éno, Ze mohou piepravovat NO, vazat
adenosin, histamin, serotonin, negativné nabité fosfolipidy a plsobi proti srazeni krve
(Zhang a kol., 1998; Isawa a kol., 2000; Ribeiro a kol., 1995).

U klistat vazi histamin, serotonin, imunoglobulin, plisobi proti komplementu a maji
vlastnosti toxinu. Tvrda klistata maji proteiny vazajici histamin (HPB1-3), které reguluji
zanétlivou reakci pifi dlouhém krmeni. Byly objeveny u klistéte Rhipicephalus
appendiculatus (Paesen a kol., 1999; Paesen a kol., 2000).

U mékkych klistat byly jako lipocaliny ureny moubatin a &tyfi proteiny, ve slinach
velmi hojné, zvané TSGP (Mans a kol., 2001; Mans a kol., 2003). Moubatin byl objeven u
klistéte Ornithodoros moubata. Pusobi jako specificky inhibitor kolagenem indukované
agregace trombocyti. Dva z TSGP proteini jsou mimo jiné toxiny, zpusobujici klistové
toxikézy, které mohou vést k paralyze, anafylaktickému Soku a selhani srdce, u klistéte
Ornithodoros savignyi (Mans a kol., 2002). Podobnost s TSGP s moubatinem naznacuje, ze
by 1 tyto proteiny mohly mit hemostatickou aktivitu, zatim to vSak neni nijak védecky

podlozeno.
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3.13 16-kDa proteiny

Tato rodina zahrnuje 14 proteind, z toho 13 bylo odvozeno od klist'at Ixodes scapularis a
Ixodes pacificus a jsou vzdalené piibuzné jednomu proteinu Dermacentora andersoni. Jsou
bohaté¢ na cystein jsou vzdalené¢ podobné klistécim antitrombinim. Jejich funkce zatim

nebyla nijak védecky potvrzena (Francischetti a kol., 2009).

3.14 Enzymy

Sliny klistat obsahuji spoustu enzymii, které napomadhaji krmeni. Apyraza (ATP-
difosfatdza) je vapnikem aktivovany enzym. Blokuje aktivaci trombocytl. Apyraza byla
nalezena ve slindch hematofagnich Clenovcii, zejména klistat. Prokazana byla u mékkych
klistat druhti Ornithodoros moubata a Ornithodoros savignyi, a tvrdého klistéte druhu
Ixodes scapularis (Ribeiro et al., 1985; Ribeiro et al., 1991; Mans et al., 1998). Krom¢ toho
je apyraza schopna rozbit jiz vznikly agregat trombocytt odstranénim ADP (Mans a kol.,
2000).

Kromé apyrazy se v klistécich slinach vyskytuji 1 esterazy, glukosidazy, fosfolipazy,
kindza a enzymy inaktivujici anafylatoxiny, metaloprotedzy, specificky pusobici na fibrin a
fibrinogen (Francischetti a kol., 2003; Harnnoi a kol., 2007). Metaloproteazy jsou schopné
hydrolyzovat nékteré slozky extracelularni matrix, jako fibrinogen nebo fibronektin.
Degradace fibrinu a fibrinogenu je spojena s inhibici agregace trombocytt. Metaloproteazy
mohou také reagovat s integriny endotelialnich bunék, a to muze vést k apoptdze a inhibovat
angiogenezi (Francischetti a kol., 2005).

V klistatech bylo objeveno mnohem vice enzymt, ale ne vSechny jsou ve slinach a ne

vSechny ptsobi na hostitele.

3.15 Nepeptidické slozky klistécich slin

Ve slinach tvrdych klistat mizeme najit vasodilata¢ni latky jako PGE, (prostaglandin
E,) a PGF,, (prostaglandin F,,). PGE, pusobi také jako inhibitor dendritickych bunék u
klistéte Ixodes scapularis (Sa-Nunes a kol., 2007). Prostacyklin (PGl,) a prostaglandin D,
(PGDy) inhibuji agregaci desti¢ek. Ve svych slinach je maji klist'ata druhid Ixodes scapularis
a Amblyomna americanum (Bowman et al., 1997). Néktera klistata maji ve svych slinach

-----

kol., 2003).
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4. Pusobeni kliStécich slin na hemostazu hostitele
4.1 Inhibice trombocyti
4.1.1 Inhibice pred aktivaci agregace trombocyti

Latky spoustéjici agregaci desticek mohou byt odstranény nebo deaktivovany ptred
samotnou aktivaci trombocyti. ADP je hydrolyzovéno apyrazou, kterou je mozno zjistit u
mnoha druhti hematofagnich organismt (Law a kol., 1992). U organismu, které nemaji
apyrazu, zabranuje sekreci ADP a tim i agregaci desticek PGl a PGD,. Nékteré trombinové
inhibitory také zabranuji agregaci destiek tim, Ze se vazi receptory téchto latek. Patii mezi

né specificky inhibitor kolagenu moubatin (Waxman a Connoly, 1993).

4.1.2 Inhibice po aktivaci agregace trombocyti

Desticky po aktivaci kolagenem, ADP nebo jinymi latkami méni tvar na formu s ¢etnymi
vybézky. Tato forma napomahd jejich agregaci. I po aktivaci vSak mlze byt agregace
desti¢ek inhibovana za pomoci latek cilenych na fibrinogenové a vitronektinové receptory.
Mezi tyto latky patfi variabilin, savignygrin a ixodegrin, obsahujici RDG domény a
disagregin, kterému RDG doména chybi (Karciewski a kol., 1994; Wang a kol., 1996; Mans
a kol., 2002b).

4.1.3 Inhibice po agregaci trombocyti

Jiz agregované trombocyty mohou byt stale jesté rozpustény. Antagonisté glykoproteinu
[Ib/11Ia mohou vytlacit fibrinogen z jeho receptoru a tim umoznit rozpusténi agregatu (Mans
a kol.,, 2002c). Dalsi latkou schopnou rozpoustét agregat je apyraza, kterd plsobi
pravdépodobné pres odstranéni ADP a navrat desticek do plivodniho diskoidniho tvaru
(Mans a kol.,2000). Agregované desticky také mohou byt rozpustény proteolyzou

fibrinogenu.

4.2 Inhibitory koagulace
4.2.1 Inhibitory faktoru Xa

v

Faktor Xa hraje kli¢ovou ulohu v koagulaéni kaskadé. U FX se sbihaji vné&js$i i vnitini

cesta aktivace koagulace. Aktivace FX vede k pfeméné protrombinu na trombin a dale
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K tvorbé trombu. Pokud je FXa inhibovan, nedojde k pfeméné trombinu a tedy ani
k samotnému srazeni krve. Mezi inhibitory FXa patii TAP (tick anticoagulant peptide)
klistéte Ornithodoros moubata, FXal klistéte Ornithodoros savignyi a protein Salp14 klistéte

Ixodes scapularis (Narasimhan a kol., 2004).

4.2.2 Inhibitory vnéjsi cesty aktivace koagulacni kaskady (TFPI)

Tkanovy faktor (TF, FIII) startuje vnéjsi cestu koagulacni kaskady. Po kontaktu s nim
dochdzi k aktivaci FVII a spusténi koagulacni kaskady. Mezi TFPI patii Ixolaris a Pentalaris

klistéte Ixodes scapularis (Nazareth a kol., 2006).

4.2.3 Primé inhibitory trombinu

Tyto latky ovliviiuji pfimo trombin. Patii mezi né savignin klistéte Ornithodoros savignyi
(Mans a kol., 2002), ornithodorin klistéte Ornithodoros moubata (van de Locht a kol., 1996),
amblin klistéte Amblyomma hebraerum (Lai a kol., 2004), boophilin klistéte Boophilus
microplus (Macedo-Ribeiro a kol., 2008) a madanin 1 a 2 Kklistéte Haemaphysalis
longicornis (lwanaga a kol., 2003).

5. Diskuze

Klistata vyvinula mnoZstvi mechanisml, které ovliviiuji hemostaticky systém hostitele
na raznych urovnich. Proto pokud je néjakym zplsobem kliStéti zabranéno ovliviiovat
hemostazu jednim mechanismem, nahradi ho mechanismus jiny. Antihemostatické molekuly
klistat jsou velmi podobné strukturou i funkci antihemostatickym molekuldm jinych

hematofagnich organismi.

Jedna skupina kliStécich antihemostatickych molekul ovlivituje trombocyty, zabranuje
jejich agregaci, ptipadn€ rozpousti agregat. Mezi takové molekuly patii enzymy apyrazy.
Byly objeveny tii tfidy apyrdz u riznych druhii hematofagnich ¢lenovci. Prvni tfida patii do
skupiny 5’-nukleotidaz, a byla objevena nejen u klist'at Boophilus microplus, Ornithodoros
savignyi (Mans a kol., 2000) a mnoha dalSich druhd, ale i u komari Aedes aegypti
(Champagne a kol., 1995), hlavniho ptenaseée viru zluté zimnice, Anopheles gambiae

(Lombardo a kol., 2000), ktery pfenasi puvodce malarie, a plostice Triatoma infestans
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(Faudry a kol., 2004), ktera pienasi prvoka Trypanosoma cruzi, puvodce Chagasovy
choroby. Do druhé tiidy patfi apyrazy objevené u S§ténice domaci, Cimex lectularius
(Valenzuela a kol., 1998), a pakomara Phlebotomus papatasi (Valenzuela a kol., 2001),
ktery pfenasi virus zpusobujici onemocnéni zvané Pappataci fever. Apyrazy tohoto typu byly
objeveny u eukaryotnich organismil v¢etné ¢lovéka, kde plni funkci nukleotidaz (Dai a kol.,
2004). Kvuli této podobnosti jsou apyrazy pro vyvoj vakcin proti klistatliim problematické,
imunizace jimi by mohla u hostitele vyvolat autoimunitni reakci. Tieti tfida apyraz byla
objevena u blechy Xenopsylla cheopis a patii do skupiny CD39 nukleotidiz, které se
vyskytuji v endotelu (Andersen a kol., 2007).

Lipocaliny jako inhibitory agregace trombocytt se kromé klistéte Ornithodoros moubata
(Waxman a Connoly, 1993) vyskytuji i u plostice Rhodnius prolixus, ktera je jednim
z vektori prvoka Trypanosoma cruzi, puvodce Chagasovy choroby. Tento inhibitor je
nazyvan RPAI-1 (Rhodnius prolixus aggregation inhibitor 1) a plsobi jako ADP-vazajici
protein (Francischetti a kol., 2000). Kolagenem indukovanou aktivaci trombocytl inhibuje
longicornin klistéte Haemaphysalis longicornis (Cheng a kol., 1999), ale i pallidipin plostice
Triatoma pallidipennis (Noeske-Jungblut a kol., 1994) a triplatin plostice Triatoma infestans
(Morita a kol., 2006).

Ze skupiny proteinl vazajici epinefrin a serotonin se u klist'at vyskytuje TGSP-1 (Mans a
kol., 2001), ktery vaze serotonin a inhibuje agregaci trombocytt. Jsou velmi podobné amin-
vazajicim proteinim (ABP) plostic Rhodnius prolixus, které vazi serotonin nebo epinefrin
(Andersen a kol., 2003), a D7 proteinim komarti Anopheles gambiae, které vazi serotonin a

norepinefrin (Calvo a kol., 2006).

Klistata a ostatni hematofagni ¢lenovci nemaji jen velmi podobné latky ovliviujici
trombocytarni slozku hemostatického systému, ale i latky ovliviiujici plasmatickou slozku a
inhibuje aktivaci FX nebo trombin. Komaii pod¢eledi Culicinae vytvareji antiFXa protein ze
skupiny serpint (Stark a James, 1996). Tato ¢eled’ zahrnuje rod Culex. Komaii tohoto rodu
jsou vektory naptiklad viru japonské encefalitidy nebo viru zapadniho Nilu. Anophelin je
antitrombin komara Anopheles albimanus a vaze se na aktivni centrum trombinu i na jeho

vazebné misto pro anion 1 (anion-binding exosite 1) (Francischetti a kol., 1999).
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Vsechny latky ovliviiujici hemostaticky systém hostitele, klistéci molekuly i molekuly
ostatnich hematofagnich ¢lenovci mohou byt teoreticky vyuzity k vyvoji novych vakcin

proti témto organismiim, patogentim jimi prenasSenym, stejné jako k 1€¢b¢ riznych nemoci.

V Ceské republice se vyskytuji dva vyznamné patogeny pienasené klistaty rodu Ixodes
ricinus, virus klistové encefalitidy (TBE) a bakterie rodu Borrelia. Kromé nich u nas

klistata prenaseji i bakterie Anaplasma a Francisella, prvoka Babesia a mnoho dalSich.

Proti viru klistové encefalitidy se pouziva zatim pouze vakcina zaloZenad na antigenu
tohoto viru. Kromé té se testovaly i jiné vakciny, které neobsahovaly inaktivovany virus.
Pouzival se cementovy protein 64 P (64 TRP) ze slinnych zlaz klistéte Rhipicephalus
appendiculatus, ktery poskytoval ochranu i proti klistatim Rhipicephalus sanguineus,
Ixodes ricinus, Amblyomma variegatum a Boophilus microplus. Imunitni odpovéd’, vyvolana
timto antigenem, byla zaméfena na antigeny stfeva a slinnych z14z. Pti sani klistéte na zviteti
imunizovaném timto proteinem se mnohonasobné zvysila zénétlivd odpovéd’ organismu

(basofily, eozinofily, lymfocyty, Zirné buniky a makrofagy) (Trimnell a kol., 2005).

Proti lymské nemoci zpisobované bakteriemi rodu Borrelia se také testovalo nékolik
vakein, ale Zadna z nich zatim nebyla vyuzita pro vakcinaci Sir§iho okruhu osob. Pro vyvoj
téchto vakcin se vyuzivaji antigeny Borrelii, jako protein Osp A, ktery se vaze na receptor ve
stievé klistéte (TROSPA) a Osp C, exprimovany pii sani klistéte, nebo proteiny vektora.
Mezi takové patii protein Salp15, vyskytujici se ve slinach kliStéte. Tento protein se vazZe na
Osp C a chrani Borrelie pfed protilatkami a komplementem (Ramamoorthi a kol., 2005). Pti
pokusech na mysich bylo zjisténo, Ze se na n¢j vaze Borrelia burgdorferi, a tim je zabranéno
infekci. MySi imunizované Salpl5 byly proti infekci odolné diky anti-Salp15 protilatkam,
které komplexy Borrelii a Salp15 opsonizovaly (Dai a kol., 2009).

In vitro byla prokéazéana zesilena fagocytdza Borrelii vazanych na Salp15 (Dai a kol., 2009).
Tyto vakciny vypadaji velmi nadéjné, proto myslim, Ze by se jiz mélo prejit ke klinickym
testim na dobrovolnicich. Mnozi totiz povazuji lymskou nemoc za neSkodnou oproti
klistové encefalitidé a neuvédomuyji si riziko trvalého poskozeni nervového, kloubniho nebo
kardiovaskularniho systému bez l1écby. Piiznaky mohou byt Casto tak nejednoznacné nebo

nenapadné, ze ne vzdy je tato nemoc léena v€as a spravng.

30



Klistata neptenasi pouze Borrelie nebo virus klistové encefalitidy. Protein subolesin
chrani proti infekci bakteriemi rodtt Anaplasma, Ehrlichia, Rickettsia nebo Babesia, aktivuje
vrozenou imunitu a posili zanétlivou odpoveéd’ (Merino a kol., 2011). Sialostatin L2 a serpin

w1

patogeniim prenasenym klist'aty.

Vakciny proti klistatim zatim vyuzivaji tak zvané skryté antigeny (antigeny bunck
klistéciho stieva), nebo imunomodula¢ni molekuly klistécich slin. Latky s antihemostatickou
aktivitou obsazené ve slinach by téz mohly byt uvazovany jako zaklad pro vyvoj vakcin.
Pokud by klist¢ neovliviiovalo hemostaticky systém hostitele, nezabranovalo zastavé
krvaceni a srazeni krve, nemohlo by na hostiteli sat, krev hostitele by se srazila a to by
pravdépodobné vedlo i k thynu sajiciho klistéte a zabranilo by to 1 pfenosu jakéhokoliv
patogenu. Toto si jiz védci uvédomili, antihemostatické latky se piimo nabizi pro vyrobu
ucinné vakciny. Tak pro¢ zatim zadna takova vakcina nebyla vyvinuta? Na to se nabizi hned
nékolik moznych odpovédi. V slinach klistéte bylo objeveno mnozstvi molekul s riznou
antihemostatickou aktivitou, stejn€ jako u vétSiny hematofagnich Clenovcii. Proto kdyz by
byl hostitel imunizovan pouze jednou z téchto latek, nemuselo by to mit zZadny, nebo jen
velmi maly ucinek. Jiné latky by tu, ktera by ztratila uc¢innost, funkéné nahradily (Valenzuela
a kol., 2001). Byla by moZnost imunizovat ,,koktejlem* vice antihemostatickych molekul,
ale to je velmi téZko proveditelné. DalSim divodem, pro¢ tyto latky nejsou vyuzivany pro
vyvoj vakcin, mize byt jejich podobnost s latkami vlastnimi hostiteli. V tomto piipadé by
imunizace nemusela mit vitbec Zadny Gc¢inek, nebo by naopak mohla vyvolavat autoimunitni
komplikace. U mnoha latek je tato podobnost zfejma. Ixodegriny, které inhibuji trombocyty,
obsahuji RGD doménu (asparagin-glycin-asparagova Kkyselina). Vitronektin, sérovy
glykoprotein vazajici inhibitor aktivatoru plasminogenu 1 (PAI-1), obsahuje také tuto
doménu (Wang a kol., 1996). Ixolaris vykazuje zna¢nou podobnost s TFPI (tissue factor
pathway inhibitor). Inhibuje vnéjsi cestu koagulacni kaskady vazbou na FX nebo FXa.
Rozdil mezi nimi je ve vazbé na FXa. TFPI se vaze na aktivni centrum FXa, ixolaris na
vazebné misto pro heparin (Nazareth a kol., 2006). I amblin klistéte Amblyomma hebraerum
a pentalaris klistéte Ixodes scapularis jsou velmi podobné TFPI a ixolarisu (Lai a kol.,
2004). Protein ze skupiny proteini ,basic tail“ oznaCovany gi|49286982 ma take RGD
doménu, jako jiné inhibitory agregace trombocyt (Francischetti a kol., 2009). Serpiny se

vyskytuji jak u klistat, tak u ¢lovéka, a i u nich Ize nalézt velkou podobnost. Piikladem je
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inhibitor aktivatoru plasminogenu 1 (PAI-1), ktery je také znam jako serpin E1 (Dellas a
Loskutoff, 2005). Sialostatin L a sialostatin L2 klistéte Ixodes scapularis ze skupiny
cystatinli jsou podobné lidskym cystatinim typu 2, které se nachézeji ve vétSiné télnich
tekutin (Kotsyfakis a kol., 2006). Proto je vyuziti téchto latek na vyvoj vakcin velmi

problematické.

Mimo vyrobu vakcin mohou byt latky obsazené v klistécich slinach vyuzité i k terapii
mnohych onemocnéni. Variabilin, savignygrin a disagregin se mohou pouzit misto
stavajicich inhibitord glykoproteinu IIb/Illa, které se Vyuzivaji pii angioplastickych
zakrocich (perkutanni koronarni intervence), pii kterych se odstranuji aterosklerotické platy
ze stén cév. Zabranuji agregaci desti¢ek a tvorbé srazeniny (Karczewski a Connolly, 1997).
Krom¢ toho mohou byt pouzity k 1écbé akutniho koronarniho syndromu, tedy posSkozeni

koronarnich arterii.

K 1é€bé poruch srazeni krve, nadmérné srazlivosti a tvorbé trombl se dosud pouzivaji
antikoagulanty jako heparin, hirudin a kumadiny (Montoya a Gajra, 2012). Heparin a jeho
derivaty aktivuji antitrombin III a tim inaktivuji trombin, nebo FXa. Kumariny ptisobi jako
antagonisté vitaminu K, snizuji tvorbu koagula¢nich faktord zévislych na vitaminu K.
Hirudin je peptid produkovany pijavicemi (Fields, 1991). V Ceské republice se nepouziva,
protoze je pomérné drahy. Proto by se nové Iéky k fedéni krve daly vyrobit na zakladé
klistecich inhibitord trombinu nebo FXa, jako je savignin, TAP a FXal.

Predpoklada se, Ze protein ixolaris miize byt U¢inn€ vyuzit k 1é€bé tumorii, obzvlaste
glioblastomu, nejagresivnéjSiho mozkového tumoru. Mozkové tumory patii k t€ém nejhorSim,
casto jsou neoperovatelné, casto velmi odolné k ostatnim moznym terapiim, protoze léky
Spatné prestupuji z krve do mozku a navic mozek mé velmi omezenou moznost obnovy a
snadno se pfi zdkroku poskodi. Pacienti s témito tumory maji malé Sance na uzdraveni, proto
by dals$i moznou 1é€bu uvitali, a pokud by byla alespoil z&asti uspésna, zachranila by spoustu
téch, u nichz ostatni moznosti selhaly. Tyto nadory provazi ¢asté tromboembolické piihody a
rychld angiogeneze diky VEGF (vascular endothelial growth factor). Ixolaris inhibuje
angiogenezi a tim zplsobuje zastaveni riistu tumoru, pfipadné€ i jeho zmenSeni. Mimo to

zmirnuje prokoagulacni stavy i u jinych druhli rakoviny, a zabrafuje tak rstu tumort a
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vzniku metastaz. Nezpusobuje vSak vétsi krvaceni, jako mnohé jiné antikoagulanty

(Carneiro-Lobo a kol., 2009).

Sialostatin L je schopen silné inhibovat produkci interleukinu 9 (IL-9) T-lymfocyty,
konkrétné Th lymfocyty. Tento interleukin muze zpUsobovat astma. Proto se testuje
sialostatin L pro piipadné vyuziti k 1écbé astmatu. Zatim neni zndma zadna terapie, ktera by
astma upln¢ vylécila. Soucasné 1éky se snazi dlouhodobé ho udrzet pod kontrolou. Trvale se
zit normalni zivot 1 s télesnou aktivitou. Pfi potizich se navic pouzivaji 1éky na rozsifeni
pradusek. Po aplikaci sialostatinu L pfi testech Upln€ vymizela plicni hyperreaktivita a
eozinofilie, coZ jsou typické znadmky astmatu, proto je sialostatin slibnou latkou pro vyvoj

nov¢ terapie astmatu (Horka a kol., 2012).

Dalsi experimentalni 1écbou astmatu je aplikace proteinu Salpl5. Alergické astma je
charakteristické odpovédi Th2 bunek a produkci IgE protilatek. K 1é¢bé této choroby je proto
nutné kontrolovat aktivitu téchto bunék. Protein Salpl5 pisobi mimo jiné jako
imunomodulaéni protein, ktery inhibuje Th bunky a jejich produkci interleukinu 2 (IL-2). U
mysi imunizovanych Salp15 se vyrazné snizily projevy astmatu jako plicni hyperreaktivita a
eosinofilie, produkce IgG a IgE protilatek a sekrece IL-2. Tento vyzkum prokazuje, Ze i
ektoparazitismus miZe pfispivat k obranyschopnosti organismu a sniZovat vyskyt

alergického astmatu (Paveglio a kol., 2007).

Salpl5 méa pomérné Siroké spektrum uUcinkd. Mohl by byt také potencialni novou
vakcinou proti viru HIV-1, ktery je velmi infekéni s vysokou virulenci. Virus HIV infikuje
Th bunky, makrofagy a dendritické bunky. Salp15 se vaze na Th bunky, ptekryvéa vazebné
misto pro povrchovy glykoprotein viru, gp120. Tento glykoprotein slouZi k vazbé viru na T
buniku a jeho naslednému proniknuti dovnitf. Salp15 inhibuje interakci mezi CD4+ a gp120.
Mimoto zabratiuje tvorbé mnohojadernych syncitii mezi HL2/3 (linie HeLa bunck

exprimujici gp120) a bunkami s CD4+ (Juncadella a kol., 2008).
Mnoho latek z klistécich slin mize byt uzitecnych pii vyvoji vakcin a Iékd. Lze jimi
nahradit stavajici 1éky na poruchy srazeni krve, trombdzy, ale i1 vytvofit nové léky na

prozatim nelécitelné choroby. Ptibyva civilizacnich chorob, za které 1ze povazovat alergie,
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aterosklerézy, kardiovaskularni choroby i astma. Stale vice lidi umird na zhoubné nadory a

AIDS. Proto jsou nové léky a vakciny nutné.

6. Zavér

o Klistata vyvinula fadu mechanismt, kterymi ovliviiuji hemostazu hostitele na
riznych trovnich. Pusobi proti agregaci trombocytim i plasmatické slozce
koagula¢niho systému.

e KIlistéci sliny obsahuji mnoho molekul s antihemostatickou aktivitou.

e Velké mnozZstvi molekul a jejich plisobeni na riizné slozky hemostatického systému
ma své opodstatnéni. Potlaceni jednoho obranného mechanismu mize byt
kompenzovano jinym mechanismem.

e Nékteré z kliStécich molekul s antihemostatickou aktivitou by mohly byt vyuZzity
k vyrobé vakcin. Pokud by klisté nemohlo ovliviiovat hemostazu vakcinovaného
hostitele, krev by se srazila a klist¢ by uhynulo.

e Vyroba takovychto vakcin je problematicka. Klistata maji antihemostatickych
molekul mnoho, proto vakcinace jednou z nich nezabrani tém ostatnim ovliviiovat
hemostdzu hostitele. Dalsim divodem mulze byt podobnost téchto molekul s
proteiny hostitele. Vakcina by bud’ netu¢inkovala, nebo mohla vyvolat autoimunitu.

o Ncekteré klistéci antihemostatické molekuly mohou byt vyuzity k 1écbé poruch

koagulace (naptiklad nadmérna srazlivost) a mnoha jinych nemoci.
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