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1 CILE PRACE

e Piehled molekul klistécich slin s antihemostatickymi nebo imunomodula¢nimi u€inky.
e Vyuziti klistécich proteinii k 1é¢b¢ lidskych chorob — testovani na zvifecich modelech.
e Posouzeni moznosti vyuzitelnosti proteint klistécich slin k 1é¢bé konkrétnich lidskych

onemocnéni (alergie, autoimunity, poruchy hemostazy).

2 Uvobp

Pro sviij vyvoj a reprodukci potiebuji klistata krev ziskanou pfisadtim na hostitele.
Standardné by hostitel na poSkozeni kiize a pritomnost sajiciho klistéte reagoval spusténim
mechanismt vedoucich K vypuzeni klistéte a zhojeni rany. Mezi tyto mechanismy patii
napiiklad tvorba krevni zatky, aktivace koagulacni kaskady, vazokonstrikce a zanétlivé
procesy. Béhem miliony let trvajici koevoluce hostitele a parazita si vsak klistata vyvinula
molekuly potiebné k ptekonani imunitni odpovéedi hostitele. Prostfednictvim velkého poctu
biologicky aktivnich protizanétlivych, antikoagulaénich a vasodilatatnich molekul bylo
klistatim umoznéno sani dokoncit a pokracovat tak ve svém Zivotnim cyklu (Kazimirova and
Stibraniova, 2013).

Od 80. let 20. stoleti probihaji intenzivni studie zkoumajici aktivitu, vlastnosti a
mechanismus ptsobeni bioaktivnich komponent klistécich slin (Kazimirova, 2008). Jednim

Z hlavnich cill téchto studii bylo detailnéji prozkoumat tlohu slin v pfenosu patogeni.

Po objasnéni u¢inku molekul kliStécich slin na hemostazu, zanétlivé reakce a dalsi déje
imunitniho systému doSlo ke zkoumani jejich vyuzitelnosti v humanni medicing, nebot” pravé
takové procesy jsou podkladem mnoha patologickych jevi. Na zaklad¢ vysledki studii bylo
nalezeno hned nékolik latek, které by skutecné mohly znamenat nadéji pro vyvoj novych
terapeutickych prostiedkt.. Mezi takové molekuly a zaroven i ty, kterym se bude vénovat tato
prace, patii evasiny, histamin vazajici proteiny, Sialostatin L, Ixolaris, Amblyomin-X, Salp15,
rEV576 a IAFGP.

Idea toho, Ze klistata nejsou jen patogeny pienasejici Skodlivi parazité, ale mohou
fungovat i jako zdroj novych farmaceutik, pfedstavuje v lékaiském svété vyznamny objev.
Z dvodu castych vedlejSich ucinkd, kontraindikaci soucasnych 1ékli a masivniho rozvoje

rezistence k antibiotikiim, totiz potfeba novych 1é¢iv neustale stoupa.



3  KLISTATA

3.1 ROZDELENI

Klistatovci jsou fad pattici do podtiidy roztocd, tiidy pavoukovci, podkmene klepitkatcd,
kmene ¢lenovct. Tento fad je rozdéleny do tfech hlavnich ¢eledi — Ixodidae (klistatoviti, tvrda
klistata), Argasidae (klistakoviti, mékka klist'ata) a Nuttalliellidae (Anderson and Magnarelli,
2008).

Do nejvétsi celedi Ixodidae (702 druht) patii rody klistat jako Amblyomma, Ixodes,
Rhipicephalus a dalsi. V piipadé ¢eledi Argasidae pak naptiklad rody Ornithodoros a Argos.
Celed’ Nuttalliellidae se sklada pouze z jednoho rodu Nuttalliella (Guglielmone et al., 2010;
Hoogstraal and Aeschlimann, 1982). Celkem bylo popsano 896 druht klistat (Guglielmone et
al., 2010).

Nazev tvrda a mékka klistata vychazi ze skute¢nosti, ze u klistatovitych (Ixodidae) je
ptitomen dorsalni §tit, ktery u klistakovitych (Argasidae) chybi. Tvrda klistata se vyskytuji
v zalesnénych a zaplevelenych oblastech, kde ziji jeleni, dobytek, psi, drobni savci a ostatni
hostitelé. Vyzaduji vlhka a chladné prostiedi. Mékka klistata naopak obyvaji zvifeci nory,
doupata, chatrajici lidska staveni a dobte prospivaji i v teplych a suchych podminkach. Celed’
Nuttalliellidae je malad a malo prozkoumana, ma kombinaci vlastnosti tvrdych i mékkych

klistat (Anderson and Magnarelli, 2008).

3.2 ZIiSKAVANIi POTRAVY

Na rozdil od ostatnich krev sajicich ¢lenovci ziskavaji klist'ata hostitelovu krev po delsi
dobu. Poté, co se klistéti podafi zakotvit se pomoci hypotosomu v kuzi hostitele, krev
z poskozenych cév za¢ne proudit do mista poranéni a vytvoii tak zasobarnu (Sonenshine,

2014).

Zastupci Celedi Argasidae jsou s konzumaci krve hotovi v ramci minut, maximalné
hodin. Jejich hmotnost se zvysi az desetinasobné Béhem krmeni nebo kratce po jeho
dokonceni vylucuje klist¢ vodu koxalnimi Zldzami, a tim koncentruje pfijatou potravu.
Nasledné se preplnéné klisté odlouci a najde si bezpecné utocisté, kde miize ziskanou potravu
stravit (Sonenshine, 2014).

Klist'ata z ¢eledi Ixodidae vylucuji ze svych slinnych z1az cement, ktery postupné tvrdne
a dovoli tak pevngj$i pripevnéni k hostiteli. To umoznuje této celedi sat krev az po dobu
nekolika tydnti. Saji pomalu a vytvareji si novou kutikulu, diky které dokazi do t€la vmeéstnat

enormni mnozstvi krve (Sonenshine, 2014). Celedi Ixodidae se Vv pribéhu krmeni zvysuje
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hmotnost az 200x. Potrava je zkoncentrovana vymeéSovanim piebyte¢né vody slinnymi

zlazami zpét do hostitele (Binnington and Kemp, 1980).

3.3 FUNKCE KLISTECICH SLIN

Klistéci slinné zlazy vyluCuji smés, kterd plni fadu funkci béhem parazitujici i
neparazitujici faze. Mimo to, ze ma béhem krmeni vliv na imunitni systém hostitele, také
upeviiuje klisté ke kiizi hostitele pomoci sekrece cementu. Mezi dalsi funkce klistécich slin
patii také vyluCovani piebytecné vody a ionti, sekrece hygroskopického roztoku, ktery je
ulozen v oblasti saciho ustroji klistéte a hydratuje ho béhem jeho neparazitujici faze, nebo
usnadnovani prenosu patogenti do hostitele. Dale také slinné zlazy produkuji sekret, ktery

lubrikuje spermatofor pii jeho pfenosu do samice v prubéhu kopulace (Izabel et al., 2011).



4 HEMOSTAZA

4.1 PRINCIP HEMOSTAZY

Hemostaza je velice sofistikovany proces, ktery zahrnuje hned n€kolik cest, kter¢ ale
nejsou presné oddélené, ptizplisobenych k zabranéni nadbytecnych ztrat krve. Mezi takovéto
cesty patii vazokonstrikce, koagula¢ni kaskada a shlukovani krevnich desticek. Spole¢né tyto

slozky vedou k zastavé krvaceni v misté cévniho poSkozeni. Jsou aktivované riznymi cestami.

Prvnim mechanismem hemostatické odpovédi je vazokonstrikce. Na pocatku tohoto déje
stoji aktivace krevnich desticek, ktera probihd prostiednictvim mnoha faktort, jako je
naptiklad obnazeny kolagen, trombin, katepsin G nebo ADP uvolnény z poskozenych bungk.
Takto aktivované desticky poté vylucuji latky (napf. serotonin, tromboxan Ay), které iniciuji
samotnou vazokonstrikci. Latky s podobnou funkci vylu€uje také endotelium (v jeho ptipadé

se jedna o endotelin) nebo zirné buriky (leukotrieny) (Chmelaf et al., 2012).

Koagula¢ni kaskadda zahrnuje sérii enzymatickych reakci, kde je inaktivni proenzym
pfeménén do aktivni formy, kterd nasledné kaskadovité¢ aktivuje proenzym nésledujici.
Kaskada muize byt aktivovand vnéj$i nebo vnitini cestou, ty se nasledné spoji do cesty
spolecné. Vnéjsi cesta zacina poranénim cévy a zformovanim komplexu tkanového faktoru
s aktivovanym faktorem VII. Vnitini cesta koagulace zapoc¢ina aktivaci faktoru XII kontaktem
S negativné nabitym povrchem. Na konci spolecné cesty je fibrinogen pfeménén na fibrin

prostfednictvim trombinu.

Agregace krevnich desti¢ek nastupuje bezprostfedné po cévnim zranéni. Desticky ptilnou
k subendotelidlni tkani a aktivuji se vySe zminénymi latkami, které se navazou na receptory
na povrchu desticek. To vede Kk fetézci chemickych reakci, jichz vysledkem je agregace
desticek a vytvofeni primarni hemostatické zatky, kterd je nasledné vyztuzena fibrinem

vzniklym koagula¢ni kaskadou.

4.2 VLIV KLISTECICH SLIN NA HEMOSTAZU

Aby Kklisté ziskalo potravu sanim na hostiteli, musi obelstit jeho hemostaticky systém,
ktery by za normalnich okolnosti vedl k zaceleni rany a tim paddem k pferuseni sani kliStcte.
Proto si klistata vyvinula fadu antikoagulant, vazodilatant a latek zamezujicich agregaci
krevnich desti¢ek (Andrade et al., 2005). Schéma mechanismu ucinku v¢etné klistécich druhu,

z kterych byly takové latky izolovany, je znazornén v Obr. 1.
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Obr. 1: Inhibice drah hemostazy molekulami izolovanymi z klistécich slin.

Zdroj: vlastni zpracovani

4.2.1 Vliv klistécich slin na vazokonstrikci

Aktivované krevni desticky vylucuji kyselinu arachidonovou, ktera je nasledné
pfeménéna na tromboxan Az. Ten je spolu se serotoninem zodpovédny za vazokonstrikci
(Kazimirova and Stibraniova, 2013). Mezi latky s vazodilataénim u¢inkem, které byly
izolované z klistécich slin, patii naptiklad prostacyklin ziskany ze slin druhu Ixodes scapularis
(= Ixodes dammini) (Ribeiro et al., 1988), prostaglandiny (Bowman et al., 1995), histamin
uvolnujici faktor (tHRF) (Dai et al., 2010) a serinovy proteazovy inhibitor IRS-2 (I. ricinus
serpin), ktery inhibuje ¢innost katepsinu G (Chmelar et al., 2011).

4.2.2 Vliv klistécich slin na koagulaéni kaskadu

Klistéci sliny obsahuji skupinu molekul inhibujici trombin. Jsou jimi Ornithodorin (van
de Locht et al., 1996), Savignin (Nienaber et al., 1999), Boophilin (Macedo-Ribeiro et al.,
2008), Variegin (Koh et al., 2007), Madanin-1, Madanin-2 (Iwanaga et al., 2003), Microphilin
(Ciprandi et al., 2006) a Calcaratin (Motoyashiki et al., 2003).




Druhym nejcastéjsim faktorem koagula¢ni kaskady, na ktery se zaméfuji molekuly
klistécich slin, je faktor X, ktery spolecné s faktorem V tvofi aktivator protrombinu.
Antikoagula¢ni peptid TAP (tick anticoagulant peptide) ze slin mékkého klistéte Ornithodoros
moubata je zatim nejintenzivnéji studovanym klistécim antikoagulantem. TAP je vysoce
specifickym inhibitorem aktivovaného faktoru X (= FXa) (Waxman et al., 1990). Za dalsi
inhibitory FXa oznac¢ujeme naptiklad proteiny Amblyomin-X (Batista et al., 2010) a Salp14
(Narasimhan et al., 2002). Charakterizovany byly také vlastnosti proteinu diive nazyvaného
P23, jenz oddaluje aktivaci koagula¢niho systému pomoci specifického zabranéni aktivace
faktoru V prostfednictvim aktivovaného faktoru X. Proto byl protein pifejmenovan na TIX-5

(tick inhibitor of factor Xa toward factor V) (Schuijt et al., 2013).

Protein Ixolaris inhibuje komplex tkanového faktoru s aktivovanym faktorem VII
(TF-VIla), ¢imz zabranuje aktivaci faktoru X (Francischetti et al., 2002).

Vnitini cesta koagulace je navazana na systém kalikrein-Kinin. Faktor Xlla katalyzuje
pfeménu prekalikreinu na kalikrein, ten zpétné napomaha preméné neaktivovaného faktoru
XII na aktivovany. Praveé kalikrein je inhibovan trypsinovym inhibitorem BmTI-A
izolovanym ze slin Boophilus micropolus (Tanaka et al., 1999). Dalsim inhibitorem aktivace
vnitini cesty koagulace je Ir-CP1 (coagulation contact phase inhibitor from 1. ricinus), ktery
specificky interaguje s aktivovanym faktorem XII, XI a kalikreinem (Decrem et al., 2009).

4.2.3 Vliv klistécich slin na shlukovani krevnich desticek

Klistéci sliny dokézou inhibovat agregaci desti¢ek nékolika zpiisoby. Strategie, kterou
voli nékolik druhd klistat (napt. Boophilus microplus (Liyou et al., 1999), Ornithodoros
moubata (Ribeiro et al., 1991), Ornithodoros savignyi (Mans et al., 1998)), je cileni na ADP
— aktivator desti¢ek - prostfednictvim apyrazy. Apyrdza je enzym hydrolyzujici
fosfodiesterovou vazbu v ATP a ADP, ¢imz z téchto aktivnich komponent vznika neaktivni
AMP.

Agregaci desti¢ek pomoci kolagenu inhibuje protein s nazvem Moubatin (Keller et al.,

1993), stejnym mechanismem ucinkuje i inhibitor Longicornin (Cheng et al., 1999).

Hlavni adhezivni molekulou ucastnici se shlukovani trombocytii je membranovy
protein GP Ilb/llla komplex (receptor fibrinogenu). Jedna se o integrinovy receptor
prezentovany ve vysoké hustoté v granulich desti¢ek. Za klidovych podminek se vyskytuje
Vv inaktivni formé, az aktivace desti¢ek umoziiuje vazbu tohoto komplexu na v plazmé
rozpustény fibrinogen nebo von Willebrand faktor pies sviij RGD (arginin — glycin — aspartat)

motiv. Vazba piedstavuje mustek mezi dvéma GP IIb/I1la molekulami pfilehlych desticek
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(Rumbaut and Thiagarajan, 2010). Znazornéni vazeb této molekuly je ukazano v Obr. 2. Velka
cast klistat si vyvinula latky obsahujici RGD motiv, které tak funguji jako disintegriny, nebot’
nahrazuji fibrinogen v mist¢ vazby a ptfedstavuji GP IIb/Illa antagonisty (Kazimirova and
Stibraniova, 2013). Disintegriny Savignygrin (Mans et al., 2002) a Variabilin (Wang et al.,
1996) obsahuji RGD motiv a inhibuji agregaci trombocytd zabraniovanim ostatnim ligandim
ve vazb¢ na GP IIb/Illa. Podobnym proteinem je i napiiklad Ixodegrin (Francischetti et al.,
2005). Protein Disagregin neobsahuje RGD motiv, ale pfesto funguje jako antagonista

receptoru fibrinogenu (Karczewski et al., 1994).

Fibrinogen

Platelet

Platelet - \ / =
’ Gplib/llla receptor a

/ Gpllb/Illa receptor

' GP lIb/llla
receptor antagonist

Platelet

Obr. 2: Schématické znazornéni mechanismu GP IIb/IIla antagonistti 1.



5 IMUNITNI SYSTEM

5.1 PRINCIP IMUNITNIHO SYSTEMU

Imunitni systém miizeme rozd¢lit na ptirozenou (nespecifickou) a adaptivni (specifickou)
imunitu.

Pfirozend imunita zahrnuje vSechny typy odpovédi, které postradaji pamét. To je
komplementovy systém, anatomické bariéry, fagocytéoza a zanét. Takovychto procest se
ucastni proteiny akutni faze, granulocyty, zirné buiiky, dendritické buiky, makrofagy a NK
buiiky. K rekrutaci zdnétlivych buné€k do mista naruSen¢ho parazitem pftispivaji slozky
komplementu, prostaglandiny a leukotrieny (Andrade et al., 2005).

Ziskand imunitni odpovéd’ je spusSténa v okamziku, kdy aktivované antigen prezentujici
bunky namigruji do lymfatickych uzlin, kde prezentuji antigeny T-lymfocytim, jenz hraji
hlavni roli v buné¢né imunitni odpovédi v misté infekce nebo asistuji pti aktivaci B-lymfocyti
a vytvareni antigen-specifické humoralni odpovédi (Kazimirova, 2008). Antigeny ve slinach
krev sajicich ¢lenovcll jsou zpracovany a prezentovany imunokompetentnim lymfocytim

prevazné Langerhansovymi buitkami pfitomnymi v kizi (Andrade et al., 2005).

5.2 VLIV KLISTECICH SLIN NA IMUNITNI SYSTEM HOSTITELE

Slozky kliStécich slin umi modulovat jak pfirozenou, tak i ziskanou imunitu hostitele, aby
ochranily pfisaté klisté¢ pied zanétlivou reakci a imunitni odpovédi, ktera by mohla vést
Kk pferuSeni jeho sani a naslednému odpadnuti. Molekularni interakce mezi klistétem a
hostitelem je povaZovana za jakousi soutéz mezi obrannymi schopnostmi hostitele a snahami

ektoparazita t¢émto schopnostem uniknout (Kazimirova, 2008).

VétSina imunomodulacénich molekul izolovanych z klistécich slin ptsobi ptfimo ¢i
nepiimo na imunitni efektorové bunky jako naptiklad makrofagy, T-lymfocyty, B-lymfocyty,
NK bunky a granulocyty (Andrade et al., 2005).

Je znamo, Ze opakované vystaveni extraktu z kliStécich slin zpisobuje potlaceni produkce
a sekrece cytokint ze skupiny Th1 (IL-2, IL-12, IFN-y), zatimco produkce Th2 cytokinti (napf.
tohoto typu imunitni odpovédi ma pozitivni vyznam pro preziti klistéte, a navic tim dochazi
k usnadnéni pfenosu patogent. Suprese aktivity Th1 subpopulace lymfocyti inhibuje expanzi
antigen specifickych T-lymfocyti, aktivaci makrofagt a aktivitu NK bun¢k (Kazimirova and
Stibraniova, 2013).



Schéma mechanismu ucinku véetné druhti klistat, z kterych byly takové latky izolovany,

je znazornéno v Obr. 3.
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Obr. 3: Inhibice drah imunitniho systému molekulami izolovanymi z klistécich slin.

Zdroj: vlastni zpracovani



5.2.1.1 Viliv klistécich slin na prirozenou imunitni odpovéd’
5.2.1.1.1 Vliv klistécich slin na komplementovy systém

Aktivace komplementového systému zahrnuje sekvencni enzymatickou kaskadu, pti které
je ¢ast maskujici aktivni misto enzymaticky odStépena a proenzym se tim stava aktivnim
enzymem, ktery Stépi dalsi slozku v potadi. Zatimco klasickd draha aktivace je ptikladem
spoluprace specifické a nespecifické imunity, alternativni draha zacina Cisté nespecificky a
ptedstavuje hlavni obranu proti sajicimu klistéti (Valenzuela et al., 2000). Tteti aktivacni draha
komplementu se nazyva lektinova. Ta je obdobou klasické drahy, jen aktivatorem neni
protilatka, ale sérovy lektin (napt. MBL — lektin vazici manézu) (Schuijt et al., 2011). Aktivace
komplementového systému vede ke vzniku molekul s riznorodou biologickou aktivitou
vramci zanétlivé odpovédi, opsonizaci a lyze napadajiciho patogenu (Kazimirova and
Stibraniova, 2013).

Specifickym inhibitorem aktivace alternativni drahy komplementu je protein Isac (|.
scapularis salivary anticomplement), ktery blokuje navazani faktoru B na C3b slozku, ¢imz
zamezuje zformovani C3 konvertazy (Valenzuela et al., 2000). K proteinu Isac byly pozdé&ji
nalezeny homologni proteiny pojmenované IRAC 1 a Il (l. ricinus anti-complement), které
inhibuji alternativni drahu podobnym zptisobem (Schroeder et al., 2007). Dal$im inhibitorem
komplementu vykazujicim homologii s Isac a tudiz s podobnym mechanismem ucinku je

Salp20 (Tyson et al., 2007).
Pied par lety byl objeven protein TSLPI (Tick Salivary Lectin Pathway Inhibitor), ktery

inhibuje vazbu MBL ke svému ligandu, a tim i celou aktivaci lektinové drahy komplementu.
Provedeny vyzkum dale ukazal, Ze TSLPI usnadiiuje ptenos Borrelia burgdorferi (Schuijt et
al., 2011).

Protein OmCI (O. moubata complement inhibitor) ovliviiuje komplementovou kaskadu
jinym zpisobem nez vyse zminéné molekuly. Dokdze specificky vazat C5 slozku, a tudiz

branit jeji aktivaci C5 konvertazou. C3 slozku neovlivituje (Nunn et al., 2005).

5.2.1.1.2 Vliv kliStécich slin na zanétlivy proces

V zanétlivé odpovédi hraji klicovou roli neutrofily, které predstavuji prvni obranou linii
po infekci nebo zranéni. Plni funkci fagocytd, degraduji mikroorganismy
ve fagolysozomu produkci ROS (reaktivni formy kysliku) a proteaz. Neutrofily mizou nicit
patogeny také bez fagocytézy vyluCovanim neutrofilnich extracelularnich pasti (NETs) a

antimikrobialnich peptidia (Amulic et al., 2012). Neutrofily jsou na misto potfeby rekrutovany
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a aktivovany mnoha faktory, napfiklad leukotrieny B4, interleukinem 8 a anafylatoxiny
(slozky komplementu C3a a C5a). Do mista zanétu sekretuji serinové protedzy, které se ti€astni
aktivace a inaktivace chemokint a cytokind a aktivace membranovych receptort. (Beaufays
et al., 2008).

Jednim z proteind klistécich slin, ktery vykazuje protizanétlivou aktivitu, je lipokalin
Ir-LBP (1. ricinus leukotriene B4-binding protein). Specificky se vaze na leukotrien B4, ¢imz
redukuje mnozstvi aktivovanych neutrofili v misté zanétu (Beaufays et al., 2008). Klist'ata si
vyvinula schopnost manipulovat s chemokinovou siti, ktera spousti rekrutaci leukocytl béhem
zanétlivé odpovédi. Prikladem takového jevu je rodina 3 glykoproteinti nazyvana evasiny, kde
kazdy jeji konkrétni zastupce (Evasin-1, -3 a -4) dokéze vazat odlisSny druh chemokinil
(Déruaz et al., 2013; Frauenschuh et al., 2007; Hayward et al., 2017). Ve slinach klistéte H.
asiaticum byly nalezeny molekuly hyalomin-A a -B, které ptsobi proti imunitni odpovédi
hostitele pfimou inhibici sekrece zanétlivych faktorii jako TNF-o, MCP-1 a IFN-y nebo
nepiimo zvysenim sekrece immunosupresivniho cytokinu
IL-10. Navic jesté bylo dokazéano, ze ob¢ latky dokazi v ramci nékolika sekund vychytavat
volné kyslikové radikaly (ROS), ¢imz umoznuji klistéti nebo pfenasenému patogenu uniknout
oxida¢nimu stresu hostitele (Wu et al., 2010). Také neproteinové molekuly se zucastni
modulace imunitniho systému hostitele. Purinovy nukleosid Ado (adenosine) a prostaglandin

PGE: inhibuji produkci prozanétlivych cytokini IL-12p40, TNF-a a naopak stimuluji

SN P% P4

z krevnich prekurzoru (Oliveira et al., 2011).

Do zanétlivé reakce se zapojuji i zirné bunky. Protein TdPI (Tick-derived Protease
Inhibitor) inhibuje lidskou B-tryptdizu — serinovou protedzu hojné obsaZzenou v
granulich dendritickych bun¢k (Paesen et al., 2007). Hraje dulezitou roli v zanétu, kde mtize
stimulovat uvolnéni granulocytovych chemoatraktantt jako I1-8 a zvySovat expresi adhezivni

molekuly ICAM-1, ktera umoznuje infiltraci bun¢k do mista poranéni (Payne and Kam, 2004).

Zajimavou molekulou izolovanou z klistécich slin druhu Amblyomma americanum je
prvni znamy homolog ¢lenovcu k lidskému cytokinu MIF (macrophage migration inhibitory
factor). Jelikoz se jedna o prozanétlivy cytokin, jeho vyznam pro preziti klistéte je matouci.
Jednou moznou funkci je podpora zanétu v misté sani klistéte za ucelem zvyseni krevniho
zasobeni, které zanét provazi. V kombinaci s ostatnimi molekulami, které by potlacovaly jiné

aspekty zanétu jako naptiklad bolest, by tato vlastnost skute¢né mohla klistéti pfinaSet vyhodu.
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Jinou moznou funkci klistéciho MIF je inhibice migrace potencialné nebezpecnych makrofagh

a ochrana sajiciho klistéte pred jejich utokem (Jaworski et al., 2001).

Prekazkou, kterou musi klisté béhem ziskavani potravy pieckonat, jsou procesy jako

svédeéni, bolest a otok, diky kterym by bylo hostitelem zpozorovano a odstranéno. Bradykinin

vvvvvv

edému. K jeho produkci dochazi po aktivaci prekalikreinu na kalikrein. Sliny klistéte 1.

scapularis dokazi bradykinin degradovat pomoci dipeptidyl karboxypeptidazy s kininazovou

aktivitou (Ribeiro and Mather, 1998). Kdyz je tkan zanicena nebo stimulovana alergenem,
zacnou bazofily a zirné buiiky uvoliovat histamin, ktery vyvolava svédéni podrazdénim
axonovych nemyelizovanych C-vlaken, jenZ se podileji na vedeni informace o bolesti (Shim
and Oh, 2008). Histamin je jednim z hlavnich mediatorti zanétu. Byly popsany 3 histamin
vazajici proteiny ze slin klistéte R. appendiculatus nazvané Ra-HBPs (Paesen et al., 1999) a
z klistéte D. reticulatus zase protein SHBP, ktery krom¢ histaminu vaze i serotonin, jenz
pusobi jako jeden z hlavnich medidtorii zanctu u hlodavci, zatimco u ostatnich druhii reguluje
agregaci trombocytii. Tento objev je prikladem adaptace parazitli na obranné mechanismy

riznych hostitelti (Sangamnatdej et al., 2002).

Tvorba novych krevnich cév (angiogeneze) je proces nezbytny pro zhojeni rany, Gcastni
se mimo jiné také vzniku a vyvoje nadord. Zahrnuje aktivaci a uvolnéni angiogennich faktort,
uvolnéni proteolytickych enzymu rozkladajicich proteiny extracelularni matrix, migraci a
proliferaci bunék endotelu a formovani mikrocév. Protein Haemangin z klistéte H. longicornis
naruSuje proces angiogeneze inhibici proliferace endotelovych bunék a vyvolanim apoptdzy
(Islam et al., 2009). Podobny efekt vykazuje molekula podobna troponinu I HLTnI, coz
napovida tomu, Ze se troponin (dfive povaZzovany za molekulu pfitomnou pouze ve svalech)
ucastni i jinych procest neZ jen regulace kontrakce pti¢né pruhovaného svalu (Fukumoto et

al., 2006). Metaloproteazy jsou skupina enzymil schopnych hydrolyzovat komponenty

extracelularni matrix (napfiklad fibrinogen a fibronektin) a stejné¢ jako predchozi latky
indukovat apoptozu buné€k endotelu, a tim inhibovat angiogenezi. Byly nalezeny ve slinach
n¢kolika druht klistat (I. pacifus (Francischetti et al., 2005), 1. scapularis (Valenzuela et al.,
2002), I. ricinus (Decrem et al., 2008), H. longicornis (Harnnoi et al., 2007)).

5.2.1.2 Viliv klistécich slin na ziskanou imunitni odpovéd’
Specifické imunitni odpovédi se G¢asti B-lymfocyty, které v sekundarnich lymfoidnich

organech cekaji na setkani s antigenem. V pfipadé T-dependentnich antigend jsou na jejich

aktivaci tieba dva signaly. Prvni se vytvaii pfemosténim imunoglobulinovych receptort
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antigenem, druhy zajisti pomocny T-lymfocyt (Th). T-nezavislé antigeny (napf.
lipopolysacharidy) druhy signal od Th bunék nepotiebuji, nebot” obsahuji velké mnozstvi
opakujicich se epitopu, které sta¢i na vytvoreni dostate¢né velkého signalu, aby zpusobil
aktivaci B-lymfocytt. Nasledné se B-lymfocyt diferencuje na pamét'ovou buiiku, vétsina vSak
dozraje v plazmatické bunky se schopnosti produkce protilatek. Ve slinach klistéte Hyalomma
asiaticum asiaticum byl nalezen protein pojmenovany BIF (B-cell inhibitory factor), ktery
dokaze inhibovat proliferaci lipopolysacharidem stimulovanych B-lymfocyta (Yu et al.,
2006). Latka se stejnou funkci byla izolovana i ze slin klistéte Ixodes ricinus, dostala nazev
BIP (B-cell inhibitory protein) (Hannier et al., 2004). Ma se za to, ze tyto molekuly usnadiuji

pienos bakterie Borellia bugdorferi — piivodce lymské boreliozy.

Proliferaci T-lymfocytd negativné ovliviiuje protein Iris (I. ricinus immunosuppressor).

K tomu navic navozuje Th2 imunitni odpovéd’ inhibici produkce IFN-y (Leboulle et al., 2002).

Naivni pomocné T-lymfocyty (Th) potiebuji pro svou aktivaci dva signaly. Prvni
poskytuje vazba T bunééného receptoru (TCR) s MHC komplexem na povrchu antigen
prezentujici buiiky. Druhy signal zahrnuje interakci mezi receptorem CD28 na CD4+ T-
lymfocytu a proteinem CD80 nebo CD86 na antigen prezentujici bufice. Jakmile tyto dva
signaly probéhnou, Th za¢ne proliferovat. Uvoliiuje autokrinni cytokin IL-2 dilezity pro
ziskani klond Th lymfocytti a soucasné exprimuje IL-2 receptor. Protein Salpl5 vykazuje
inhibi¢ni efekt TCR zprostiedkované aktivace CD4+ T-lymfocytd, coz vede ke snizeni
produkce IL-2 a potlaceni proliferace Th bun¢k (Anguita et al., 2002). Ve slinach klistéte

Ixodes scapularis byl objeven protein vazajici IL-2, ktery svym i¢inkem zabranuje proliferaci

T lymfocyta (Gillespie et al., 2001).

Cystatiny cili na lysozomalni katepsinové protedzy, které se ucastni degradace proteint,
véetné téch, které degraduji antigeny na oligopeptidy prezentované s MHC II (Chmelaf et al.,
2017). Jednim z cystatinti nalezenych v klistécich slinach je Sialostatin L (Kotsyfakis et al.,
2006). Sialostatin L je specificky pro katepsin L, nicméné katepsin V, C, X, S a papain
inhibuje také. Mezi jeho funkce patii inhibice proliferace cytotoxickych T-lymfocytu, inhibice
produkce IL-2 a IL-9 lymfocyty Th9 a inhibice maturace dendritickych bunék vedouci
k redukované produkci IL-12 a TNF (Chmelaf et al., 2017). Ve slinach stejného klistéte byl
nalezen i protein s podobnou sekvenci - Sialostatin L2 (Kotsyfakis et al., 2007), u kterého
nebyl pozorovan modula¢ni u€inek na antigen prezentujici buniky, ale pro preziti klistéte je

pravdépodobné také velice dilezity (Kazimirovd and Stibraniova, 2013). Oba puisobi

w1
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Dendritické bunky propojuji pfirozenou a specifickou imunitu. Jsou kli¢ovym inicidtorem
a modulatorem T-lymfocytarni odpovédi a hraji dilezitou roli v iniciaci a regulaci ziskané
imunity jako celku. Ve vétSiné perifernich tkani jsou rezidentni a chovaji se jako imunitni
straz, ktera odebira antigeny z okoli, aby mohly byt nasledné rozpoznané T-lymfocyty. Skrze
své PRR receptory detekuji patogenni struktury nebo tkanové poskozeni. Jako odpovéd na
takovy stimul podléhaji dendritické builky programovanym fenotypickym a funkénim
zménam zakoncenych maturaci, béhem niz migruji z periferie do sekundarnich lymfatickych
tkdni. Tam aktivuji naivni antigen specifické T-lymfocyty expresi specializovanych
stimula¢nich molekul. Je zfejmé, Ze manipulace s dendritickymi bunikami poskytuje
mechanismus, pomoci kterého by paraziti nebo patogeny mohli ovlivnit ziskanou imunitni
odpovéd’ bud’ inhibici odpovédi jako celku (naptiklad zabranénim aktivace T-lymfocytl
dendritickymi butikami) nebo vedenim odpovédi jinym smérem. Klistéci protein kombinujici
schopnost pfeprogramovat maturaci dendritickych bunék a inhibovat jejich proliferaci se
nazyva Japanin. Nez aby jednoduse maturaci inhiboval, dokéze ji navést Gipln€ jinym smérem.
Blokuje sekreci LPS indukovanych zanétlivych Thl cytokinii, podporuje sekreci
protizanétlivého IL-10 a redukuje expresi klicové kostimulacni molekuly CD86. Mimo jiné
také inhibuje diferenciaci dendritickych bunék z monocytd. Zatim zadna jina znama molekula
nema tak Siroké spektrum vlivu na maturaci dendritickych bunék se schopnosti modulovat

imunitni odpovéd’ na takové mnozstvi rozdilnych stimult (Preston et al., 2013).
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6 KLISTECI MOLEKULY S POTENCIALEM VYUZITI V HUMANNI MEDICINE

6.1 EVASINY

6.1.1 Struktura a funkce chemokin(

Rekrutace imunitnich bunék je nezbytnou soucésti nastoleni imunitni odpovédi, ktera
kdyz je nekontrolovana, muze vést k nechténému zanétu. Farmaceuticky primysl se n¢kolik
desetileti snazi inhibovat nepiiméfenou rekrutaci lymfocyti ovlivnénim chemokinového

systému, bohuzel s omezenym vysledkem (Bonvin et al., 2016).

Chemokiny zahrnuji velkou proteinovou rodinu, ktera aktivuje specifické receptory
sprazené s G proteinem. Vazba chemokint s receptory pfitomnymi na leukocytech zpisobi
adhezi migrujicich bunék na endotelie cév prostiednictvim integrint, extravazaci bun¢k z krve

do tkan¢ proti koncentraénimu gradientu, a nakonec buné¢nou aktivaci (Allen et al., 2007).

Tradi¢né se chemokiny a jejich receptory déli do 4 podrodin (CXC, CC, C, CX3C) na
zaklad¢ spolecnych strukturnich charakteristik a pfitomnosti cysteinovych zbytkt na ligandu
(Obr. 4). Pismeno C reprezentuje cystein a X/X3 jednu nebo tii necysteinové aminokyseliny.
V roce 2002 byl predstaven systém nomenklatury, podle néhoz je kazdy ligand a receptor
identifikovany podle pfislusné podrodiny a identifika¢niho ¢isla. Naptiklad CCL2 znamena
chemokinovy ligand podrodiny CC ¢islo 2. Podobné se receptory znaci pismenem R. Je tfeba
dodat, Ze chemokiny vykazuji redundantni efekt - mnoho riznych ligandl se vaze na ten samy

receptor a mnoho ligandi zase na rtizné receptory (Allen et al., 2007).

Structure of chemokine classes
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Obr. 4: Struktura chemokin 2.
Navzdory klicové roli v imunitnim systému jsou chemokiny a jejich receptory spojené i
s neobyCejnym mnozstvim patologickych jevl. Ty zahrnuji autoimunitni onemocnéni

(lupénku, revmatoidni artritidu, roztrouSenou sklerdzu), plicni onemocnéni (astma,
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chronickou obstrukéni plicni chorobu, plicni fibrézu), rakovinu, vaskularni onemocnéni nebo
I AIDS (Allen et al., 2007).

Aby klisté prodlouzilo sviij ¢as straveny na hostiteli, vylucuje do mista sani latky
ovliviujici obranny systém ¢lovéka. Ukazalo se, ze klistéci druh Rhipicephalus sanguineus
produkuje 3 glykoproteiny nazvané evasiny, jenz vazou chemokiny hostitele, ¢imz inhibuji
migraci leukocytii do mista sani. Diky této vlastnosti tvofi evasiny hodnotnou zasobarnu

w1

protizanétlivych proteini s moznosti budouciho 1é¢ebného vyuziti (Hayward et al., 2017).

6.1.2 Evasin-1

Z hlediska schopnosti vazby na chemokiny vykazuje Evasin-1 ze zkoumanych evasint
nejvyssi specifitu, nebot’ vaze pouze tii tizce piibuzné chemokiny — CCL3, CCL4 a CCL18,
¢imz v mySich modelech inhibuje migraci neutrofild. Je vSak nutno podotknout, ze existuje
znatelny rozdil v rekrutaci mysich a lidskych leukocytii. Zatimco my$i neutrofily exprimuji
CCR1 (jeden z receptorit pro CCL3), v piipadé lidského organismu neni CCL3 primarnim
medidtorem rekrutace neutrofilfi, jelikoZ jeho receptory CCR1 a CCRS jsou exprimovany

pfedevsim monocyty a makrofagy (Bonvin et al., 2016).

Studie ukazala, ze schopnost Evasinu-1 vazat CCL3 by mohla byt vyuzita k 1é¢bé plicni
fibrozy. Tato nemoc je charakteristicka zanétem plicni tkané€, rozpadem alveolarnich struktur
a proliferaci intersticidlnich fibroblasti. Klinické studie a pokusy na zvifecich modelech jiz
v minulosti dokézaly souvislost mezi pfitomnosti konkrétnich chemokint a plicni fibrozou.
Kromé& CCL2 a CCLS je pro rozvoj plicni fibrézy nezbytny chemokinovy ligand CCL3 (jinak
nazyvany MIP-1a), jenz vazbou na receptor CCRS pfispiva k rekrutaci fibrocytt, neutrofila a
prozanétlivych makrofagt, coz vede k naslednému uvoliiovani profibrotickych TNF-o a TGF-
B z téchto bun€k. Podani Evasinu-1 mysi s bleomycinem vyvolanou plicni fibrézou zabranilo
lokalni infiltraci T-lymfocyty, neutrofily a makrofagy a produkci prozanétlivych a
profibrotickych cytokinti TNF-a a TGF-B. Efekt byl srovnatelny s CCL3 deficientni skupinou
mysi. K pozitivnimu efektu doSlo jak pii preventivnim podani Evasinu-1 (v den podéni
bleomycinu), tak pfi podani terapeutickém (osmy den po bleomycinu), coz ukazuje prospésné
ucinky Evasinu-1 i kdyZ k jeho podani dojde az po vzniklém fibrogennim poskozeni (Russo
et al., 2011). Vzhledem k tomu, Ze na plicni fibrozu zatim neexistuje zadny uéinny 1ék a
choroba vykazuje pomérné nizky median pieziti 2,5 - 3,5 roku (King et al., 2011), modulace
funkce chemokinu CCL3 Evasinem-1 predstavuje pro pacienty 1é¢ici se s timto onemocnénim

velikou nadéji.
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V jiném pokusu bylo zkoumano mozné pouziti Evasinu-1 k zabranéni reakce $tépu proti
hostiteli (GVHD — graft versus host disease) pii alogenni transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunck. Takovy zptsob 1é¢by se voli u fady malignich i nemalignich onemocnéni
jako je naptiklad akutni a chronicka leukémie, lymfomy, aplastickd anémie a imunodeficience.
Postransplanta¢ni obdobi je vSak spojeno s rizikem GVHD, kdy T-lymfocyty darce
rozpoznavaji antigeny piijemce jako cizorodé a zacnou proti nim reagovat. Byly popsany 3
faze experimentalni GVHD. V posledni fazi zpisobi chemokiny, véetné CCL3, rekrutaci
efektorovych T-lymfocyti do GVHD cilovych organti. Takovy proces ma za nasledek
poskozeni tkan¢ hostitele. Podani Evasinu-1 zabranilo rekrutaci a adherenci leukocytt
(pfevazné CD8", CD4" bunék a makrofagi) k endotelidlnim buiikam a sniZilo miru po$kozeni
tkané. Efekt byl srovnatelny s CCL3 deficientni skupinou mysi. Co je dilezité, pokus dale
ukazal, Ze zabranéni GVHD Evasinem-1 nemé&lo vliv na Zadouci reakci §tépu proti leukémii
(GVL — graft versus leukemia), pii které darcovské T-lymfocyty reaguji proti zbytkovym

leukemickym bunkam pfijemce 1é¢icim se s timto onemocnénim (Castor et al., 2010).

6.1.3 Evasin-3

Evasin-3  rozpoznava podmnozinu CXC chemokini obsahujici ELR motiv
(aminokyselinova sekvence kyselina glutamova — leucin — arginin). Do této podmnoziny
spadaji chemokiny CXCL1, -2, -3, -5, -6 a -8, které k vazb¢ vyuzivaji receptor CXCR2, ¢imz
zprostiedkovavaji rekrutaci neutrofil jak u mysi, tak lidi (Bonvin et al., 2016).

Kdyz je srde¢ni tkan vystavena ischemii a nasledné dojde k obnoveni krevniho obé&hu,
dochdzi v dasledku rekrutace leukocytl k takzvanému ischemicko-reperfuznimu poSkozeni
tkané. V Casné fazi reperfuze vylucuji infiltrované zanétlivé buiky (pfevdzné monocyty a
neutrofily) proteolytické enzymy a volné kyslikové radikaly (ROS), které¢ dale napomahaji
procesim vedoucim ke vzniku postischemického srde¢niho selhani. Pokus dokazal, ze
selektivni inhibice aktivity neutrofilovych chemoatraktantt CXCL2, CXCL1 a CXCLS8
(lidsky ekvivalent mysiho CXCL2) Evasinem-3 zamezuje myokardialnimu poskozeni v ¢asné
fazi reperfuze. Jeho podani béhem ischemie zmensilo velikost infarktového loZiska. Evasin-3
navic jesté dokazal redukovat produkci ROS, coz naznacuje, Ze za vylucovani ROS béhem
reperfuze jsou alespon ¢asteéné zodpoveédné infiltrované neutrofily. Neutralizace aktivity
CXC chemokinii Evasinem-3 tak mtize byt cestou k redukci oxida¢niho stresu (Montecucco
et al., 2010).

DalS§im zanétlivym onemocnénim vyznaCujicim se expresi chemokinli a naslednou

infiltraci leukocyty, je akutni pankreatitida, pfi niz dochazi k samonatraveni slinivky
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predcasn¢ aktivovanymi enzymy. Takovy proces vede k destrukci slinivkového parenchymu
a kvili uvolnéni intracelularniho obsahu poskozenych buné¢k i k lokalnimu a systematickému
zanétu. Kdyz zanét zacne byt nepiimétfeny, leukocyty (hlavné neutrofily) za¢nou kromé
slinivky infiltrovat a nicit také okolni organy, jimiz Casto byvaji plice. | v tomto piipadé¢
dokézal Evasin-3 inhibovat bioaktivitu CXC chemokint jak v plicich, tak ve slinivce, a tim
redukovat apoptdzu a nekrozu téchto organt. Tento prospésny efekt jest¢ dopliuje fakt, ze
podani Evasinu-3 bylo spojeno s ¢aste¢nou redukci ROS (stejné jako v ptipadé reperfuzniho
poskozeni myokardu) (Montecucco et al., 2014).

Utinky Evasinu-3 byly dile testovany na my$im modelu artritidy, kde kvili vazb&
chemokinu na CXCR2 dochazi k rekrutaci neutrofiltt do kloubti. Evasin-3 dokazal v dutiné
kolenniho kloubu snizit celkovy pocet leukocyti 0 50 %, z toho neutrofild o 70 %. Co je
zajimavé, Evasin-3 dale zabranil lokalni produkci TNF-a, ktery je zodpovédny za zanétlivé

drazdéni receptort bolesti (Déruaz et al., 2008).

6.1.4 Evasin-4

Sirsi selektivitu vykazuje Evasin-4, nebot’ dokaZe interagovat nejméné s 18 chemokiny
(Déruaz et al., 2013). Je vSak stale vysoce specificky, jelikoz rozpoznava jediné¢ chemokiny
patiici do podrodiny CC. Na rozdil od Evasinu-1 a -3 inhibuje Evasin-4 rekrutaci eozinofilt.
Ze zminénych evasintll se prave tento jevi pro vyvoj novych 1€kl jako nejvhodnéjsi kandidat a
to pravé z divodu jeho $irsi selektivity (Bonvin et al., 2016).

Ulcerozni kolitida a Crohnova choroba jsou chronickd zanétlivd onemocnéni stfev
neznamého puvodu s tendenci k relapsiim a remisim. Mezi projevy ulcerdzni kolitidy patii
ztrata hmotnosti, krvavy ¢i hlenovity prijem a horecky. Etiologie t€chto onemocnéni ziistava
neznama, ale patrné zahrnuje nekontrolovanou aktivaci prozanétlivych mediatorli, coz se
projevuje zanétlivym infiltratem v tlustém stievé s prevahou neutrofild, lymfocytt, zirnych
bunék a eozinofilli. Zatimco role neutrofilii v patogenezi ulcer6zni kolitidy je casto
zdUraziiovana, teprve nedavno se zacala vénovat pozornost i funkci eozinofili. Eozinofilni
granulocyty jsou ptitomné i ve zdravém stifevnim slizni¢nim vazivu, kde plni dilezitou funkci
Vv obran¢ pred nakazou parazity, nicmén¢ byla prokazana spojitost mezi poctem eozinofill ve
sliznici a zavaznosti onemocnéni, nebot’ dokazi vylu¢ovat mnozstvi prozanétlivych cytokind.
Pokus dokézal, ze blokovani chemokinu CCLI11 Evasinem-4 snizilo pfitok eozinofili a
neutrofild, destrukci tkang i letalitu. Takova data kromé vyuzitelnosti Evasinu-4 také potvrzuji
teorii, ze eozinofily a produkty jejich degranulace jsou v patogenezi ulcerozni kolitidy

skutecné klicové. Pokles infiltrace neutrofily mtize souviset se skuteCnosti, ze samotné
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eozinofily jsou zdrojem chemokinti, které rekrutaci neutrofili zprosttedkovavaji (Vieira et al.,
2009).

6.2 OwmCI

OmCI (nazyvany také coversin nebo EV576) izolovany z mékkého klistéte Ornithodoros
moubata je ¢lenem proteinové rodiny zvané lipokaliny. Strukturou je ptibuzny s proteiny
vazajicimi histamin, které byly nalezeny v tvrdych klistatech. Jedna se o prvni lipokalin, u
kterého byla dokdzana schopnost inhibice C5 slozky komplementu, ¢imz rozsifil uz tak
riznorodé funkce této rodiny (Nunn et al., 2005), mezi které patii napiiklad ¢asto zminovany
transport ligandii nebo syntéza prostaglandini (Foftova M et al., 2013). OmCI inhibuje
klasickou i alternativni drdhu komplementu tim, ze vazbou na C5 slozku zabraiuje jeji
interakci s C5 konvertazou, ¢imz nemize dochazet k produkci C5a slozky a MAC komplexu
(Nunn et al., 2005). Krom¢ C5 dokaze OmCI vazat také prozanétlivy leukotrien B4, ktery
zpusobuje aktivaci a adherenci leukocytt (Crooks and Stockley, 1998; Jore et al., 2016).

Lécba celkovou inhibici komplementové kaskady piinasi zejména v dlouhodobém
hledisku tu nevyhodu, ze znemoznuje opsoninu C3b vykonavat svou funkci, a ptipadni
pacienti by proto byli vystaveni riziku rozvoje infekci a imunokomplexovych onemocnéni.
Pravé proto je OmCI slibnym kandidatem pro vyrobu terapeutickych prostredki, nebot
zatimco procesy spojené s aktivaci C5 slozky jsou potlaceny, opsoniza¢ni u¢inky C3b slozky
pro celkovou imunitu ¢lovéka vyrazna omezeni, muze byt fakt, Ze jedinci s deficienci slozek
MAC komplexu jsou aZ na zvySenou nachylnost k meningokokovym onemocnénim zdravi

(Hepburn et al., 2007).

Terapeutické ucinky proteinu OmCI byly testovany v experimentalnim modelu vzacné
choroby myasthenia gravis (Soltys et al., 2009). Myasthenia gravis (MG) je chronické
autoimunitni onemocnéni nervosvalového prenosu. Za normalnich okolnosti vyluc¢uje neuron
do synaptické Stérbiny mediator acetylcholin, ktery se vaze na acetylcholinové receptory
pfitomné na cytoplazmatické membrané svalovych vldken. V piipadé onemocnéni MG
produkuji B-lymfocyty autoprotilatky proti acetylcholinovym receptorim (Obr.5).
Mechanisml onemocnéni je vice. Protilatky se mohou vazat na acetylcholinové receptory a
tim blokovat jejich vazbu s acetylcholinem. V piipadé obsazeni dvou sousednich receptort
dochazi k antigenni modulaci, kterda ma za nasledek urychlenou endocytézu a degradaci
receptord. V experimentalnim modelu onemocnéni (EAMG) se vsak jako ptevladajici

mechanismus posSkozeni ukézala lyza postsynaptické membrany vyvoland termindlnimi
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produkty komplementové kaskady. V diisledku téchto procesii se u pacientt projevuje svalova
slabost, nebot’ je porusen nervosvalovy pienos (Kusner et al., 2008). Pozitivni efekt proteinu
OmCI se na mysi projevil snizenim aktivity komplementu v séru, snizenym ukladdnim
terminalnich slozek komplementu (napi. C9) na nervosvalové ploténce a redukci cytotoxicity
séra. Mysi, kterym byl OmCI podan, vykazovaly vyssi dobu pieziti, nizkou zavaznost

onemocnéni a nizsi vahovy ubytek (Soltys et al., 2009).

© Acetycholine (ACh)

ACh receptor (AChR)

Y Antibody anti AChR

Obr. 5: Srovnani nervosvalové ploténky zdravého ¢lovéka s nervosvalovou ploténkou pfi

onemocnéni myasthenia gravis. 3

OmCI byl dale u¢inny i v prase¢im modelu ischemicko-reperfuzniho poskozeni tkané,
kde komplement hraje diileZitou roli. Terminalni C5b-9 (MAC) komplex zplsobuje aktivaci
trombocyti a endotelidlnich bun¢k, coz vede k infiltraci leukocyty, ke které pfispiva i
anafylatoxin C5a. JelikoZ aktivace C5 slozky a vazba MAC komplexu na membranu pfimo
aktivuje inflamazoém, dok4dzal OmCI eliminovat indukci prozanétlivého cytokinu IL-1, ktery
Vv inflamazému vznikd rozstépenim prolL-1B. Nésledkem tohoto byla utlumena i aktivita
adhezivni molekuly endotelialnich bun¢k E-selektinu, jehoz exprese je IL-1p dependentni.
Vysledkem byla zredukovana velikost infarktu a zlepSeni ¢innosti srde¢nich dutin (Pischke et
al., 2017).

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je multisystémoveé autoimunitni onemocnéni
charakterizované arteridlnimi i venoznimi trombozami a opakovanymi potraty v disledku
aktivace endotelidlnich bunck, monocytli a trombocyti antifosfolipidovymi protilatkami.
Aktivace téchto bun¢k vede k nésledné nadprodukci adhezivnich molekul, tkanového faktoru

a tromboxanu A2 (Ruiz-Irastorza et al., 2010). Formovani trombu napomaha C3 slozka

20



komplementu, interakce C5a s C5a receptorem a aktivace MAC komplexu. APS se obvykle
1é¢i antikoagulanty jako heparin, warfarin nebo aspirin. I pies tento zptisob 1écby vsak u
skupiny pacientll trombozy pietrvavaji, zatimco dalsi skupina se potyka s hemoragickymi
komplikacemi. Jelikoz v experimentu na mys$im modelu dokdzal OmCI vyznamn¢ inhibovat
vznik vendznich tromb6z a zabranit produkci tkaiiového faktoru, cileni na komplementovou
kaskadu by mohlo pfedstavovat novou formu terapie tohoto onemocnéni (Romay-Penabad et
al., 2014).

Lidské télo si vytvotilo hned ne€kolik regulatort komplementu, aby piedchazelo jeho
aktivité¢ v mistech, kde neni potieba. PoSkozeni regulace komplementu hraje klicovou roli
v mnoha onemocnénich véetn¢ paroxysmalni nocni hemoglobinurie (PNH). PNH je vzacné
zivot ohrozujici onemocnéni hematopoézy. Dochazi k mutaci genu, ktery koduje enzym
dalezity pro vytvoreni kotvy, kterd pripojuje k membrané proteiny (CD55 a CD59) chranici
povrch desticek a erytrocyt pied Géinkem komplementu. Disledkem tohoto onemocnéni je
komplementem vyvoland aktivace trombocyti a hemolyza. Podani OmCI efektivné
redukovalo 1yzu erytrocyti (Kuhn et al., 2016). Abnormality regulatord komplementu jsou ve
velké mife pfitomny také u pacientti s trombotickou mikroangiopatii (TMA). V tomto piipadé
se jedna o ptitomnost autoprotilatek proti faktoru H, ktery za normalni situace interaguje se
slozkou C3, nebo o mutace v jeho genu. TMA ma vice forem a mize vzniknout jako
komplikace po transplantaci kmenovych bunék. Pravé na ptikladu potransplantacni
komplikace byl dokazan pozitivni efekt OmCI. Jeho prospésnost byla srovnatelna s bézné
pouzivanymi 1é¢ivy (Goodship et al., 2017).

Predpoklada se, ze OmCI by mohl byt uzite¢ny i v ramci 1é¢by bulézniho pemfigoidu
(BP), atopické keratokonjunktivitidy (AK) a dalsi formy TMA — atypického hemolyticko-

uremického syndromu (aHUS) “.

6.3 PROTEINY VAZAJICi HISTAMIN

Ve slinach klistéte Rhipicephalus appendiculatus byly objeveny tfi histamin vazajici
proteiny (HBP) spadajici do rodiny lipokalinti. Dva proteiny pojmenované Ra-HBP1 a Ra-
HBP2 jsou produkované samickami v ranné fazi sani. Tteti protein Ra-HBP3 je vyluovan
béhem celého krmeni samci, nymfami 1 larvami. Tento rozdil je pravdépodobné déan
skute€nosti, Ze samecci potiebuji oklamat imunitni systém hostitele hned nékolikrat, jelikoZ
se k hostiteli pfisaji vicekrat. Samice oproti tomu setrvava pfichycena v jednom misté po celou
dobu krmeni. Ra-HBP2 a Ra-HBP3 vykazuji pro histamin vysokou afinitu, zatimco v ptipadé
Ra-HBP1 je vazba slabsi. Ra-HBP2 (jinak nazyvany EV131) poskytuje pro histamin dvé
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vazebnd mista, pfiCemz jedno s vy$s$i a druhé sniz$i afinitou. Tato jeho vlastnost déla

z proteinu Ra-HBP2 slibného kandidata pro 1é¢bu alergického astmatu (Paesen et al., 1999).

Rozvoji alergického astmatu pfedchazi senzibilizaéni faze, béhem niz za¢nou plazmocyty
produkovat protilatky tiidy IgE jako odpovéd’ na setkani alergenu s antigen prezentujicimi
bunikkami pfitomnymi na sliznici. Takto vytvoiené IgE nasedaji na vysoce afinitni IgE
receptory zirnych bunék a bazofilii. Pokud se na takto senzibilizovanou zirnou nebo bazofilni
bunku navaze alergen, nastava casna faze alergické reakce. Dochazi k premosténi molekul IgE
a k degranulaci bunky. Hlavnim farmakologicky aktivnim medidtorem obsazenym
v granulach je histamin, ktery vazbou na receptory (pfevazné HR1 a HR4) zpusobi
vazodilataci, bronchokonstrikci, produkci hlenu a sv&€déni. Pozdni faze se vyznacuje
eozinofilni a lymfocytarni infiltraci a bronchialni hyperreaktivitou. Opakované vystaveni
alergenu podnécuje chronicky zanét vedouci k astmatu. Jiz po n€kolik desetileti se v 1é¢bé
astmatu uzivaji HR1 antagonisté, ale jen s omezenymi vysledky, jelikoz jsou u¢inky histaminu
zprostitedkovany nejméné Ctyfmi receptory nachdzejicimi se na odliSnych buiikach i1
v odlisnych tkanich. Neutralizace histaminu samotného by proto mohla byt v rdmci 1é¢by vice
efektivni nez antagonismus na urovni specifického receptorového subtypu. Vysledky
experimentu na imunizované mysi tuto teorii podporuji. Intranazalni podadni Ra-HBP2
(EV131) zabranilo hyperreaktivité dychacich cest ze 70 % a odstranilo peribronchialni zanét,
plicni eozinofilii, hypersekreci hlenu a sekreci IL-4 a IL-5. Inhibi¢ni efekt Ra-HBP2 byl
srovnatelny s inhibi¢nim efektem glukokortikoidt (Couillin et al., 2004).

Syndrom akutni dechové tisné (ARDS) je syndrom vazného akutniho plicniho selhani,
které mize vzniknout jako nasledek poskozeni plic vdechnutim ciziho télesa nebo toxické
latky, tonutim, zapalem plic ale i tfeba jako nasledek pankreatitidy, popaleni nebo sepse.
Hlavnim rysem ARDS je zvySena propustnost plicnich kapilar a poSkozeni epitelu alveold.
V alveolech se v disledku zanétlivého poskozeni a selhani regula¢nich mechanismti hromadi
prebytecna voda, vymeéna dychacich plyni je porusena. Kli¢ovou roli v patogenezi ARDS
hraji zanétlivé procesy — jsou uvoliiovany prozanétlivé cytokiny TNF, IL-1 a IL-6, neutrofily,
dochazi také k aktivaci monocyti. Mnoho pacienti umira na multiorganové selhani (Luh and
Chiang, 2007). Protoze mezi astmatem a ARDS existuje podobnost, bylo zjistovano, zda by
byl Ra-HBP2 uc¢inny i v mysim ARDS, ktery byl navozeny vdechnutim endotoxinu. Kromé
granul zirnych a bazofilnich bun€k totiz existuje 1 druhy zdroj histaminu, a to neutrofily,
trombocyty, dendritické buniky a T-lymfocyty, které vylucuji de novo utvotreny histamin ihned

po jeho syntéze. Vyrazny vzestup této aktivity je pozorovan po stimulaci prozanétlivymi
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cytokiny nebo bakterialnimi produkty. Ra-HBP2 vazbou na histamin utlumil
bronchokonstrikci, sekreci TNF, unik plazmy z kapilar, rekrutaci neutrofild i1 lokalni

poskozeni tkan¢ (Ryffel et al., 2005).

6.4 SALP15

Salpl5 je protein izolovany ze slin klistéte Ixodes scapularis schopny inhibovat
aktivaci CD4" T-lymfocyti (Th). Pfeskupeni TCR komplexu a molekuly CD28 naivniho T-
lymfocytu spousti fadu intracelularnich signaliza¢nich drah, které vedou k aktivaci
specifickych transkripénich faktorti. Klicovym cytokinem, jehoz gen je regulovan témito
transkripénimi faktory, je IL-2. Tento autokrinni cytokin zptisobuje masivni proliferaci dalsich
T-lymfocyti. Spolu s produkci IL-2 dochazi béhem aktivace Th lymfocytl ke zvySené expresi
alfa fetézce IL-2 receptoru na Th bunce (Anguita et al., 2002). Salp15 se vaze na molekulu
CD4 (Juncadella et al., 2007), ¢imz naruSuje TCR signalizaci ve velmi brzké fazi procesu
aktivace. Tim dochazi k inhibici transkripce genu pro IL-2. V disledku toho neni umoznéna
proliferace dalsich Th bungk a jejich diferenciace v bunky efektorové (Anguita et al., 2002).

Krom¢ signaliza¢ni drahy Th lymfocyti ovliviiuje Salpl5 také funkci dendritickych
bunék. Dendritické bunky rozeznavaji antigeny pomoci TLR a CLR receptorti. DC-SIGN je
jeden z CLR receptord, jenz je exprimovan dendritickymi buiikami. Salpl5 ma schopnost
interagovat s DC-SIGN, ¢imz aktivuje serine/threonine kinazu Raf-1. To vede ke snizeni
stability mRNA pro IL-6 and TNF-a., poskozeni remodelingu nukleozomu na urovni IL-12p35
promotoru a v kone¢ném dusledku k poklesu produkce prozanétlivych cytokint IL-12p70, IL-
6 a TNF-a. To nasledn¢ zapficinuje inhibici dendritickymi bunkami zprostfedkované aktivace
T-lymfocytd, pro kterou jsou prozanétlivé cytokiny potiebné. Lokalni interakce Salpl5
s dendritickymi bunkami poskytuje vyhodu nejen klistéti, které mize sat na hostiteli delsi

dobu, ale také usnadnuje infikaci spirochétam B. burgdorferi. (Hovius et al., 2008).

Oba déje (vazba Salpl5 na CD4 molekulu Th lymfocytu i inhibice prozanétlivych
cytokind vazbou na DC-SIGN) vedou k poklesu poctu efektorovych T-lymfocytt a oslabeni
specifické imunity hostitele (Hovius et al., 2008).

K vyvolani alergického astmatu je potiebna aktivace Th2 CD4" T-lymfocytt. Th2
bunky produkuji cytokiny IL-4, IL-5 a IL-13, jez zplsobuji izotypovy presmyk B-lymfocytt
zaptiCilujici produkei protilatek IgE. ProtoZe Salpl5 inhibuje signalizaci T-lymfocyti,
piedpoklada se, ze by mohl zabranit patologickému pisobeni CD4" T-lymfocytl v my$im

modelu alergického astmatu. Skuteéné se ukdzalo, Ze Salpl5 dokazal redukovat vSechny
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zkoumané rysy astmatu véetné bronchialni hyperreaktivity, eozinofilie a produkce IL-4, IL-5
a IL-13 efektorovymi Th lymfocyty. Vliv proteinu Salp15 na alergické astma se velmi podobal

vlivu histamin vazajiciho proteinu Ra-HBP2 (Paveglio et al., 2007).

Salpl5 by mohl znamenat pokrok v 1écbé onemocnéni HIV. Virus lidské
imunodeficience HIV zplisobuje nemoc AIDS neboli syndrom ziskané imunitni
nedostatecnosti. Infekce sav¢ich bun€k zavisi na specifické interakci mezi obalovymi proteiny
viru a povrchovymi proteiny hostitelské bunky. Poc¢atecni interakce mezi virovym obalovym
glykoproteinem gp120 a koreceptorem CD4 T-lymfocytu zpusobuje konformacni zménu,
kterd umoznuje glykoproteinu interagovat s jednim z chemokinovych koreceptorti (CCRS5
nebo CXCR4) na povrchu sav¢i buniky. Po interakci mezi gpl20 a chemokinovym
koreceptorem dochazi ve spolupraci s dalsim glykoproteinem gp41 ke splynuti bunééné
membrany S obalem viru a proniknuti virovych ¢astic do bunky. Cilem souéasnych studii je
blokovat interakci mezi gp120 a CD4 nebo blokovat fuzi virové a bunééné membrany. Protoze
se vazebné misto Salpl15 na CD4 molekule mize ptekryvat s mistem vazby gpl20, protein
Salpl5 byl zkouman jako potencionalni blokator gpl120-CD4 interakce. Vysledky
experimentu ukazaly, ze Salpl5 interaguje s obalovym glykoproteinem gp120 viru HIV-1,
neutralizuje ho a zabranuje jak interakci gp120-CD4, tak i fuzi virové a hostitelské bunky.
Salpl5 muze proto poslouZit jako novy templat pro identifikaci epitopli pfitomnych na
obalovém proteinu, které by mohly mit pfinos v ramci vyroby neutralizacni protilatky
(Juncadella et al., 2008).

Salp15 neprinasi bakterii Borrelia burgdorferi vyhodu jen ve smyslu oslabené imunity
modulaci funkce dendritickych bun¢k a T-lymfocytl, ale také pifimou vazbou na jeji
povrchovy protein OspC, ¢imz bakterii chrani pied protilatkami zprostiedkovanou imunitni
odpovédi hostitele. B. burgdorferi je pfenase¢em infekéniho onemocnéni lymské boreliozy,
proti kterému neni zatim dostupna vakcinace. Mysi, kterym bylo podano Salpl5 antisérum
byly vyrazné ochranény pied infekci B. burgdorferi. Antisérum dale zna¢né zvysilo ochrannou
funkci protilatek proti antigenim B. burgdorferi jako je OspA nebo OspC. Cileni na klistéci
protein, jenz patogentim usnadiuje pienos do hostitele, pfinasi novy pohled na vyvoji vakcin,
které se v tradi¢nim pojeti zamé&tuji pfimo na samotny patogen nebo bakterialni toxin (Dai et
al., 2009).

6.5 SIALOSTATINL

Sialostatin L je ¢lenem proteinové rodiny cystatinli nalezeny ve slinach klistéte Ixodes

scapularis (Kotsyfakis et al., 2006). Tato rodina zahrnuje pevné se vazajici reverzibilni
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inhibitory cysteinovych protedz. Existuji 4 skupiny cystatinli — cystatiny prvniho typu
(stefiny), druhého typu, tetiho typu (kininogeny) a ¢tvrtého typu (fetuiny). Sialostatin L patii
mezi cystatiny druhého typu, Ktery své pojmenovani dostal podle své vysoké afinity ke
katepsinu L, nicméné byl prokazan i jeho inhibi¢ni efekt na katepsin V, C, X, S a papain.
Sialostatin L inhibuje proliferaci bunécné linie CTLL-2 a vykazuje protizanétlivou aktivitu
(Chmelaf et al., 2017; Kotsyfakis et al., 2006).

Lysozomalni proteazy katepsiny se Ucastni dvou procesii potiebnych k prezentaci
antigend s MHC II komplexem. Prvni proces zahrnuje Stépeni endocytovanych antigenti na
antigenni peptidy. Béhem druhého nezbytného procesu dochazi k degradaci invariantniho
fetézce, ktery na MHC II blokuje vazebné misto pro antigen. AZ po odblokovani tohoto mista
je komplexu MHC II umoznéno vazat peptid (Villadangos et al., 1999). Sialostatin L inhibuje
proliferaci CD4" T-lymfocytl, nebot’ v disledku inhibice cystatinu S, ktery je zodpovédny za
degradaci invariantniho fetézce komplexu MHC II, je porusena funkce dendritickych bunék
prezentovat antigeny. Sialostatin L dale inhibuje maturaci dendritickych bunék, produkci
jejich cytokini I1L-12 a TNF-a a redukuje expresi molekul CD80 a CD86. (Sa-Nunes et al.,
2009).

Schopnost Sialostatinu L modulovat funkci dendritickych bunék, a tim i proliferaci CD4"
T-lymfocyti, byla vyuzita ve zvifecim modelu se zkratkou EAE (experimentalni autoimunitni
encefalomyelitida), ktery se pouziva jako ekvivalent lidské roztrousené skler6zy (Sa-Nunes et
al., 2009). Tato choroba postihuje zejména mladé dospélé jedince se souborem genetickych
predispozic a pravdépodobné vyzaduje spoustéc v podobé vnéjsiho zasahu, kterym muize byt
napiiklad virova infekce. Mezi zasadni udélosti po¢atku onemocnéni patfi aktivace CD4"
autoreaktivnich T-lymfocyti a jejich diferenciace v Th1 fenotyp (Sospedra and Martin, 2005).
Autoreaktivni T-lymfocyty uto¢i proti myelinovym obalim centralni nervové soustavy.
V myelinové vrstveé se nachazeji terce této autoreaktivity — myelinovy bazicky protein MBP a
myelinovy oligodendrocytarni glykoprotein MOG. Podéani Sialostatinu L oddalilo rozvoj
EAE, zmirnilo symptomy nemoci a potlacilo produkei cytokinii IFN-y a IL-17, které se na
patogenezi nemoci podileji. Buiiky lymfatickych uzlin byly navic méné citlivé na restimulaci
glykoproteinem MOG (Sa-Nunes et al., 2009).

Sialostatin L silné inhibuje produkci cytokinu IL-9, ¢ehoz se da vyuzit k 1€¢bé alergického
astmatu. Pivodné se piedpokladalo, ze I1L-9 je spolu s cytokiny IL-4, IL-5 a IL-13 produkovan
lymfocyty Th2. Nakonec se vSak ukazalo, ze tento interleukin mtze byt také produkovany

Zirnymi bunkami, eozinofily a lymfocyty Th9. IL-9 je cytokin s pleiotropnim efektem, jenz
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podporuje rozvoj alergického astmatu napiiklad tim, ze tidi expresi Th2 cytokind, a tim i
produkci protilatek tfidy IgE. Sialostatin L v experimentalnim modelu astmatu diky své
schopnosti inhibovat produkci IL-9 Th9 lymfocyty téméi uplné zabranil bronchialni
hyperreaktivité, celularni infiltraci a produkci hlenu (Horka et al., 2012). Jak uz bylo zminéno,
IL-9 muze byt produkovan naptiklad i zirnymi bunikami. I takto produkovany IL-9
samoziejmé piispiva k rozvoji astmatickych symptomut. Produkce IL-9 mize byt zvySena
pomoci IL-1, IL-10 nebo TLR4 ligandu LPS. Sialostatin L inhibuje produkci cytokinta IL-9 a
IL-1B Zirnymi bufikami, zatimco degranulace bunky a produkce IL-6 zistava neovlivnéna.
Pfidani exogenniho IL-1f vyznamné narusilo supresorovou aktivitu Sialostatinu L. Ukézalo
se, ze Sialostatin L v tomto pfipadé cili na transkripcni faktor IRF4 (interferon regulacni faktor
4), ktery se vaze na promotory gent pro IL-1p a IL-9 a ktery za normalni situace zvySuje
expresi téchto cytokind. Inhibice IRF4 Sialostatinem L redukovala projevy astmatu jako je
napiiklad eozinofilie nebo bronchialni hyperreaktivita. Regulace promotoru genu pro IL-9 je
v zirnych bunkach a T-lymfocytech v n€kterych vécech podobna, v jinych zase odlisna. To,
ze Sialostatin L inhibuje produkci IL-9 obéma témito bunécnymi typy, naznacuje, zZe pusobi
na molekuly, které se na produkci tohoto cytokinu podileji v obou typech téchto bunék.

Takovou molekulou je prave i zminény IRF4 (Klein et al., 2015).

6.6 IXOLARIS

Ze slin klistéte Ixodes scapularis byl izolovan protein Ixolaris, ktery ovliviiuje koagula¢ni
kaskadu hostitele inhibici komplexu FVIIa/TF, ¢imz zabranuje aktivaci faktoru X. Uvolnéni
tkanového faktoru (TF) v disledku poskozeni cévy je zdsadnim krokem aktivace vnéjsi cesty
hemokoagula¢ni kaskady. TF se vaze na faktor VIla a vznikly komplex FVIIa/TF dale
pfeméiiuje FX na jeho aktivovanou podobu FXa. Tento sled udalosti vede k tvorbé trombinu
a fibrinu. Protein Ixolaris se vaze na leSeni, které piredstavuje zymogen FX nebo jeho
aktivovana forma FXa, a zapficinuje zformovani pevného komplexu FVIIa/TF/Ixolaris/FX(a),
pticemz aktivni misto faktoru VIla je proteinem Ixolaris inaktivované (Obr. 6) (Francischetti
etal., 2002). Co se tyce faktoru Xa, Ixolaris nevyuziva k vazb¢ jeho aktivni misto, ale vazebné
misto pro heparin. V piipadé FX se jedna o prekurzor vazebného mista pro heparin. (Monteiro
et al., 2005). Takovy mechanismus inhibice, kdy se Ixolaris mize vazat jak k FXa, tak k jeho
neaktivované formé FX, se zda byt velice efektivni, nebot’ umoznuje komplexu Ixolaris/FX

inhibovat FVIIa/TF in vivo nezavisle na produkci FXa (Francischetti et al., 2002).
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Obr. 6: Mechanismus G¢inku proteinu Ixolaris (Francischetti et al., 2002).

Abnormalni exprese TF byla zdokumentovana u mnoha typi nadora a zda se, ze ptimo
koreluje s agresivnim chovanim tumoru. TF podnécuje progresi nadoru nejen aktivaci
koagulace, ale i pfimou signalizaci. TF a dal§i enzymy koagulaéni kaskady jsou totiz
rozeznavany protedzami aktivovanymi receptory (PARs). V piipadé rakovinnych bun¢k vede
aktivace PARs k migraci, invazi, proliferaci, inhibici apoptdzy, vzniku metastaz a k produkci
faktordi podporujici agresivni chovani nadoru. Mezi tyto faktory patii vaskularni endotelialni
rastovy faktor (VEGF), IL-8, metaloproteazy a dalsi. Glioblastom (GBM) je velice agresivni
tumor vykazujici vysokou imrtnost a rezistenci k 1é¢bé. Kvuli vysoké piitomnosti VEGF se
jednd o jeden z nejvice vaskularizovanych malignich nadord. Protein Ixolaris je slibnym
kandidatem pro protinddorovou terapii, nebot’” inhiboval progresi glioblastomu, snizil expresi
VEGF a redukoval tim vaskularizaci nadoru (Carneiro-Lobo et al., 2009). Podobny efekt mélo
podani proteinu Ixolaris i Vv ptfipadé¢ melanomu (de Oliveira et al., 2012). Piestoze polocas
rozpadu tohoto proteinu je pomérné dlouhy (> 24 h), jeho opakované podani nemélo ani
Vv jednom ptipad¢ za nasledek krvaceni, které hrozi jako vedlejsi ucinek 1é¢by antikoagulanty
(Carneiro-Lobo et al., 2009; de Oliveira et al., 2012). Na modelu rakoviny prsu bylo
prokazano, ze vyssi koncentrace proteinu Ixolaris inhibuji aktivaci PAR2, ktera je

zprostiedkovana komplexem TF-FVlla, nezavisle na ptitomnosti FX(a), ktery zvysuje afinitu
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proteinu Ixolaris ke komplexu TF-FVIla. Misto, kde se Ixolaris vaze k FV1la, se totiz piekryva
s mistem, kde FVIla vaze PAR2 (Carneiro-Lobo et al., 2012).

Ixolaris by dale mohl nalézt své vyuziti v nuklearni medicing, nebot’ po navazani na izotop
technecia (**™Tc) rozpoznava TF, ktery astrocyty v piipadé glioblastomu zvysené produkuji
(Barboza et al., 2015). Vroce 2010 byly popsany c¢tyfi klinicky relevantni subtypy
glioblastomu — proneuralni, neuralni, klasicky a mezenchymalni (Verhaak et al., 2010).
Klasicky subtyp vykazuje vyssi expresi TF a PAR1 neZ ostatni subtypy. Pouziti ™ Tc-Ixolaris
by proto mohlo slouzit k zobrazeni hladiny TF a identifikaci specifické skupiny pacientt, které

by mohla prospivat 1é¢ba zaméiena proti TF (Barboza et al., 2015).

Abnormalni produkce TF je pozorovana i v pripadé¢ HIV. Uréita skupina monocyti
V ramci patogeneze tohoto virového onemocnéni zvysené produkuje TF jako odpovéd na
stimulaci TLR. Tim dochézi k aktivaci vnéjsi koagulacni kaskady a k tvorbé FXa, trombinu a
fibrinu. Kdyz jsou tyto faktory degradovany, vznikaji koagula¢ni markery D-dimery. Stejna
podskupina monocytl navic produkuje zanétlivé cytokiny IL-1B, IL-6 a TNF-a. Pravé proto
hrozi pacientim s HIV zvySené riziko neinfekénich chronickych komplikaci jako jsou
kardiovaskularni a tromboembolickd onemocnéni, a s tim spojend zvySend umrtnost. Podani
proteinu Ixolaris snizilo hladinu D-dimerd, aktivitu TF a aktivaci monocytt i T-lymfocytd.
Soucasn¢ vSak nebyla pozorovana zména v monocytarni expresi TF ani v produkci cytokind,
coz naznacuje, ze Ixolaris ptimo neovliviiuje odpovéd’ téchto bunék na stimulaci TLR

(Schechter et al., 2017).

6.7 AMBLYOMIN-X

Vliv na nadorové buiiky ma vedle proteinu Ixolaris také inhibitor serinovych proteaz
Kunitzova typu Amblyomin-X, ktery byl izolovan ze slin klistéte Amblyomma cajennense.
Tento protein ma schopnost inhibovat enzym FXa a indukovat apoptotickou bunécnou smrt
(Batista et al., 2010; Chudzinski-Tavassi et al., 2010).

Apoptdza neboli programovand bunécna smrt je V rdmci piirozeného vyvoje hlavnim
mechanismem kontroly poc¢tu bunék a proliferace. Je dllezitd v zddoucich procesech jako je
naptiklad eliminace autoreaktivnich lymfocytd, ale v pfipad¢ jejiho defektu mtze dojit ke
vzniku nesmrtelnych bunéénych klonti — rakoviné (Ghobrial et al., 2005).

Renalni karcinom je nejCastéji se vyskytujici a kvali rezistenci k chemoterapii i
radioterapii také nejnarocnéji 1éCitelny nador ledvin. Po podani Amblyominu-X vykazovaly

nadorové bunky morfologické zmény svédCici o probihajici apoptdze. Byly pozorovéany
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vackovité vyristky z membrany, svrasténi bunck, fragmentace DNA i pfitomnost
fosfatidylserinu na povrchu bunék. Vysunuti fosfatidylserinu na vnéj$i stranu membrany je

signalem pro makrofagy, aby byla takto oznacena burka eliminovana fagocytézou (Akagi et
al., 2012).

U¢inky Amblyominu-X byly také studovany na mys$im modelu melanomu a
adenokarcinomu slinivky. Oba tyto nadory jsou ¢asto rezistentni k chemoterapii a radioterapii,
pfiemz mira pfeziti u osob postizenych pankreatickym adenokarcinomem je dokonce niz§i
nez 5 %. Amblyomin-X indukoval regresi objemu melanomu a snizil zivotaschopnost
rakovinnych buné€k prostfednictvim apoptozy, pficemz normalni buiiky ziistaly neovlivnény.
Ackoliv v obou typech bunécnych linii byly pozorovany zmény v genové expresi, jen nékteré
zmény byly spole¢né obéma. Jednalo se napiiklad 0 zvySenou expresi genu kodujici 2
podjednotku proteazomu. 20S proteazom obsahuje aktivni mista s aktivitou podobnou
chymotrypsinu, trypsinu a kaspazam (Obr. 7). Podani Amblyominu-X zpusobilo ztratu
trypsin-like aktivity, ¢imz se jeho ucinky lisi od bé&Znych proapoptotickych inhibitort
proteazomu, které inhibuji chymotrypsin-like aktivitu proteazomu. Jelikoz inhibice
proteazomu muze vést k zpétnovazebné aktivaci genll pro proteazom, pozorovand zvysena
exprese genu kodujici B2 podjednotku neni s inhibici proteazomu v rozporu (Chudzinski-
Tavassi et al., 2010). V jiném experimentu se stejnymi nadorovymi liniemi, jehoz vysledky
byly v souladu s experimentem pifedchozim, bylo navic prokazano, ze i buiiky rezistentni
k 1é¢ivu bortezomib jsou citlivé k uc¢inkim Amblyominu-X. Bortezomib je inhibitor
proteazomu schvaleny Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv, jenz cili na B5 podjednotku

s chymotrypsin-like aktivitou. (Morais et al., 2016).

Caspase-like

Trypsin-like

Chymotrypsin-like

Obr. 7: Struktura proteazomu °.
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Podrobnéji byly apoptotické mechanismy Amblyominu-X zkoumany na mys$im modelu
renalniho adenokarcinomu (Obr. 8). Amblyomin-X zptsobuje nerovnovahu mezi
proapoptotickymi a protiapoptotickymi proteiny rodiny Bcl-2, které se nachazeji na vnéjsi
mitochondridlni membrané. Zatimco protiapoptotické proteiny tuto membranu stabilizuji, ty
proapoptotické indukuji uvolnéni cytochromu c, coz vede k preruseni elektronového
transportniho fetézce, produkci ROS a aktivaci kaspazové kaskady vyustujici v apoptozu.
Jelikoz je Amblyomin-X inhibitorem proteazomu, zpisobuje apoptozu také prostiednictvim
stresu endoplazmatického retikula (ER). KdyZ je inhibovana funkce proteazomu, ktery tim
padem neni schopny degradovat $patné sloZzené proteiny, takové proteiny se zacnou hromadit
v endoplazmatickém retikulu, kde zplsobuji stres a s tim spojené diisledky ve formé zvySeni
koncentrace volnych intracelularnich vapenatych ionti. Uvolnéni Ca®" aktivuje signalni
protektivni drahu UPR (unfolded protein response), kterd redukci syntézy novych proteinii
zabrafiuje hromadéni proteinit s konformacnim defektem. Toho je dosazeno aktivaci
chaperonu GRP78 (glucose-regulated protein) a transkripéniho faktoru GADDI153, ktery
potlacuje promotor Bcl-2 a zptisobi vyssi citlivost mitochondrie na podnéty proapoptotickych
¢lenti proteinové rodiny Bcl-2 - Bax a Bad. Mezi mitochondrialni dysfunkci, produkci ROS a
stresem endoplazmatického retikula existuje vzajemny vztah. Jak mitochondrialni dysfunkce,
tak stres ER je schopen produkovat ROS. Stres ER i produkce ROS ma naopak vliv na
proteinovou rodinu Bcl-2 a na poskozeni mitochondrie (Maria et al., 2013). Podobny
mechanismus byl popsan i v experimentu s nadorovymi bunéénymi liniemi melanomu a

adenokarcinomu pankreatu (Morais et al., 2016).

Amblyomin-X pro-apoptotic stimuli
N\

Obr. 8: Proapoptotické mechanismy vlivu Amblyominu-X na buiiky mysiho renalniho

adenokarcinomu (Maria et al., 2013).
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K protinadorovym uc¢inkim Amblyominu-X pfispivd jeho schopnost zpomalovat
bunécny cyklus a inhibovat VEGF-A indukovanou angiogenezi. Na angiogenezi se podileji
adhezivni molekuly, mezi které patii i PECAM-1 (platelet-endothelial cell adhesion
molecule), jez v ptipad¢ rakovinnych bunék zprostiedkovava jejich proliferaci a vazbu na
mikrovaskularni sit’. Amblyomin-X inhibuje adhezi a proliferaci endotelidlnich buné¢k tim, ze

inhibuje expresi molekuly PECAM-1 (Drewes et al., 2012).

Moznym davodem, pro¢ jsou ufinkem Amblyominu-X postizeny pouze nadorové
buiky, mize byt fakt, ze d€lici se bunky jsou vice citlivé na inhibici proteazomu nez bunky
klidové. To je zptsobeno tim, Ze mnoho dulezitych kontrolnich bodl v bunééném cyklu je

regulovano aktivitou proteazomu (Maria et al., 2013).

6.8 IAFGP

Rada organismi si vyvinula mechanismus, ktery jim umoziuje zvladat nizké teploty.
Jednim z takovych mechanismi je syntéza nemrznoucich bilkovin AFPs (antifreeze proteins),
které vazou ledové krystaly, inhibuji rlst a rekrystalizaci ledu, snizuji bod tuhnuti a za nizkych
teplot stabilizuji buné¢nou membranu. Jelikoz je klisté Ixodes scapularis sezénné vystaveno
nizkym teplotam, vyvinulo si podobnou ochranu v podobé glykoproteinu IAFGP. Expresi
tohoto proteinu navic jesté zvySuje pritomnost bakterie Anaplasma phagocytophilum, ktera
tim, Ze umoziuje klistéti pfezivat v nizkych teplotach, nepfimo zvySuje vlastni Sance na to byt
pienesena do hostitele (Neelakanta et al., 2010).

Ukézalo se, Ze glykoprotein IAFGP by mohl byt vyuZit v boji proti antibiotické rezistenci,
ktera kvuli Sirokému uzivani antibiotik vznika (Abraham et al., 2017). Vyznamny podil na
rezistenci ma bakterialni biofilm. Biofilm je spoleenstvo nahromadénych jednobunéénych
organismu, které ptiseda k pevnému povrchu a je zapouzdiené v exopolysacharidové matrix.
Kdyz se bakterie vyskytuji ve form¢ biofilmu, stdvaji se 10x — 1 000x odolnéjsi proti
antimikrobidlnim vliviim jako jsou napftiklad antibiotika. JelikoZ se biofilmy tvofi na mnoha
medicinskych nastrojich jako jsou katetry nebo umélé kycelni klouby, jejich dopad na
medicinu je znacny. Uvadi se, Ze tvorba biofilmu je spojend s 65 % infekci, které jsou
Vv pfi¢inné souvislosti s hospitalizaci pacienti v medicinskych zafizenich. Naro¢na 1écba
takovych infekci v disledku jejich rezistence k baktericidnim prostfedkiim stoji vice nez
miliardu dolarG roéné (Mah and O’Toole, 2001). Za 20 % infekci asociovanych s pouzitim
katetru mize grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus. Glykoprotein IAFGP inhibuje
biofilm této bakterie a jeji meticilin rezistentni formy (MRSA). Vliv IAFGP na tvorbu

biofilmu ve spojitosti s biomaterialy byl zkouman v pokusu, ve kterém byly intraven6zni
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katetry inkubovany s IAFGP. Katetry pokryté vrstvou IAFGP vykazovaly ve srovnéni

s kontrolou redukci tvorby biofilmu a 40x méné prisedlych bakterii S. aureus (Heisig et al.,
2014).

IAFGP se vaze na terminalni aminokyselinovy zbytek (D-alanin) peptidoglykanu,
prostiednictvim ¢ehoz dochazi k poruseni syntézy peptidoglykanu a k inhibici bakterialniho
biofilmu. Pfi syntéze peptidoglykanu dochazi k pfemosténi mezi tfetim aminokyselinovym
zbytkem donorového peptidového fetézce a mezi Ctvrtym zbytkem akceptorového vlakna.
Premosténi je katalyzované transpeptidazovymi enzymy patiicimi do rodiny proteint vazajici
penicilin (PBP). Béhem tohoto procesu se termindlni paty zbytek (D-alanin), ktery je
vazebnym mistem IAFGP, odstépuje (Obr. 9). Podani IAFGP zvySuje propustnost
peptidoglykanu a usnadniuje tak antibiotikiim proniknout do bunky (Abraham et al., 2017).
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Obr. 9: Napojeni zbytku polypeptidového fetézce na fetézec sousedniho peptidoglykanu

transpeptidazovym enzymem °,

IAFGP pracuje v synergii s antibiotiky patiicimi do nékolika skupin. Konkrétné se jedna
o gentamicin (skupina aminoglykosidil), ciprofloxacin (fluorochinolonové antibiotikum) a
daptomycin (skupina lipopeptidit). Spoluprace s antibiotiky jako je vankomycin nebo skupina
B-laktamti v§ak pozorovéana nebyla. Vankomycin totiz s glykoproteinem IAFGP sdili stejné
vazebné misto na peptidoglykanu — termindlni D-alanin. Betalaktamova antibiotika jsou zase
analogem terminalnich zbytkt peptidoglykanu, v disledku ¢ehoz dochazi k navazani IAFGP

pfimo na tato antibiotika a K inhibici jejich ¢inku (Abraham et al., 2017).
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7 DISKUZE

Aby klisté zabranilo imunitnimu systému hostitele vypudit ho z mista sani a pterusit tak
sani krve, vyvinulo si latky, které proti obrannym reakcim hostitele bojuji. Ve slinach klistat
tak miizeme nalézt molekuly plisobici proti zanétu, srazeni krve, slozkdm komplementu 1
aktivaci lymfocyti (Kazimirova and Stibraniova, 2013). Jelikoz pravé takové procesy jsou
podkladem mnoha riznych onemocnéni, zacaly se molekuly izolované z klistécich slin
testovat pro jejich mozné vyuziti v humanni mediciné (Tab. I.).

Ackoliv se vyuziti bézn€¢ nebezpecnych zivocichli ve prospéch clovéka muze zdat
nezvyklé, jiz texty ze starovékého Recka a Rima obsahuji popis 1é¢ebné kiiry pomoci pijavic,
které se dodnes v nékterych castech svéta pouzivaji k lepSimu hojeni ran po plastickych
operacich. Nékteré latky, jako napfiklad antikoagulant hirudin z pijavic nebo analgetikum
ziconotide z hadiho jedu, byly dokonce schvaleny pro lidské pouziti Ufadem pro kontrolu
potravin a lé¢iv (FDA) (Cherniack, 2011).

Proces schvalovani 1ékti pro lidské pouziti se sestava z nc¢kolika kroku. Klinickému
testovani musi vzdy predchazet faze preklinicka, kdy je dana latka testovana na zviratech. Pii
tomto kroku je zjiSt'ovéano, zda pouZiti latky nezptisobuje chromozomalni poskozeni nebo neni
v davkach, které jsou povazovany za efektivni, toxicka. Nasledné klinické testovani se sklada
ze tii fazi. Prvni faze se provadi na zdravych dobrovolnicich a je zaméfena na to, jak se latka
v organismu chova (jeji vsttebavani, distribuce, metabolizovani a vylu¢ovani) a jaka je jeji
bezpecna davka. Béhem druhé faze klinické studie je latka poddvana osobam s onemocnénim,
proti kterému je potencidlni 1ék zaméfen. Hodnoti se, v jakych davkach je latka ucinng,
zpusoby podani (napt. zda je vhodnéjSi podani ordlni nebo intravendzni) a interval mezi
podanimi. Latky, které vyhovuji pozadavkim, vstupuji do tieti faze, kde je snaha potvrdit
ptedchozi vysledky na §irsi populaci a prozkoumat nasledky dlouhodobého uzivani. Pokud Iék
projde vSemi fazemi klinického testovani, je mozné jej predlozit k zaregistrovani. Né&ktera
schvaleni 1€kt obsahuji podminku doplitkové klinické studie, béhem niz dochéazi po uvedeni
Dohromady trva cely proces schvaleni nového 1éku piiblizn¢ 8 az 12 let (Lipsky and Sharp,
2001).
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Tab. I: Shrnuti molekul klistécich slin s potencidlem vyuziti v humanni medicing.

Mechanismus

Mozné medicinské

Molekula Klisté e e Literatura
ucinku vyuziti
. . . Lécba plicni fibrozy Russo et al., 2011
Evasin-1 R. sanguineus | Vazba chemokinil Létba GVIID Castor et al.. 2010
Lécba reperfuzniho Montecucco et al.,
poskozeni myokardu 2010
Evasin-3 R. sanguineus | Vazba chemokini Lécba akutni Montecucco et al.,
pankreatitidy 2014
Lécba artritidy Déruaz et al., 2008
Evasin-4 R. sanguineus | Vazba chemokinii | Lécba ulcerdzni kolitidy | Vieira et al., 2009
Lécba myasthenia gravis | Soltys et al., 2009
L%Cba rel,)erfuzmho Pischke et al., 2017
poskozeni myokardu
Lécba
- . . o, Romay-Penabad et
omcl 0. moubata Inhibice C5 slozky antifosfolipidového al., 2014
komplementu syndromu
Leid?a paroxysrpaln.l Kuhn et al., 2016
no¢ni hemoglobinurie
Lécba trombotické Goodship et al.,
mikroangiopatie 2017
Proteiny Lecba alergickeho Couillin et al., 2004
(e R. S astmatu
vazajicl appendiculatus Vazba histaminu Lécba syndromu akutni
histamin Jhdron a Ryffel et al., 2005
dechové tisné
Inhibice aktivace Lécba alergického Paveglio et al.,
CD4" T-lymfocyti astmatu 2007
; Vazba CD4 . . Juncadella et al.
Salp15 I. scapularis VY kei ti HIV ’
p p molekuly yvoj vakciny proti 2008
Vazba na OSpC.Z B. Vyvoj V:dkcmy' Protl Dai et al., 2009
burgdorferi lymské borelidze
cysI:e?rlltz)t;ch Lécba roztrousené Sa-Nunes et al.,
Sialostatin L | 1. scapularis protedz sklerozy 2009
L Lécba alergického Horka et al., 2012,
Inh IL- . ’ ’
nhibice 1L.-9 astmatu Klein et al., 2015
Carneiro-Lobo et
x . , al., 2009; de
Lec:j;r:::;ggc}] Oliveira et al.,
Ixolaris I. scapularis Inhibice TF 2012; Barboza et
al., 2015
Lécba neinfekénich Schechter et al.,
komplikaci u HIV 2017
Chudzinski-Tavassi
et al., 2010; Akagi
Indukce apoptézy, " . , etal., 2012;
. . . L h
Amblyomin-X| A. cajennense inhibice écba nador?v?/c Drewes et al.,
. onemocneni .
angiogeneze 2012; Maria et al.,
2013; Morais et al.,
2016
. , . ., Heisig et al., 2014;
. PoruSeni syntézy Lécba onemocnéni s
IAFGP l.scapularis . . , e Abraham et al.,
peptidoglykanu | rezistenci k antibiotikiim 2017
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Co se tyce molekul klistécich slin, nékteré do urcité faze klinického testovani vstoupily.
Britska firma Akari therapeutics, ktera se zaméfuje na inhibitor komplementu OmCI
(coversin), v prosinci roku 2017 zakon¢ila druhou fazi testovani 1é¢by paroxysmalni no¢ni
hemoglobinurie (PNH). U testovanych osob doslo ke snizeni hodnot LDH (laktat
dehydrogenazy) v daném c¢ase na pozadovanou hodnotu, ¢imz experiment splnil primarni
stanoveny koncovy bod ’. Firma sou¢asné& nabira osoby pro dalsi klinické testy — konkrétné se
jedna o osoby s PNH a atypickym hemolyticko-uremickym syndromem (aHUS) pro tieti fazi
klinického testovani ® ° a 0 0soby postizené PNH s rezistenci na 1ék Eculizumab v disledku
polymorfismu C5 slozky komplementu pro fazi druhou 1°. Akari therapeutics také podle jejich
stranek momentaln¢ nabira osoby pro druhou fazi klinickych testi v souvislosti s puchyinatym
onemocnénim buldzni pemfigoid (BP) a ocnim zanétlivym onemocnénim s ndzvem atopicka

keratokonjunktivitida (AKC) 4.

Dalsi latkou z kliStécich slin, jez se dostala az do faze klinickych testt, je protinadorovy
Amblyomin-X. Tato prvni faze testovani, kterou provadéla brazilska farmaceuticka firma

Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, byla v§ak pozastavena .

Dnes jiz neexistujici firma Evolutec zacala v roce 2005 testovat latku RaHBP2 (rEV131)
v souvislosti s alergickou rymou a v roce 2006 stejnou latku ve spojitosti s o¢nim zanétem po
operaci Sedého zakalu. Oba tyto vyzkumy dospély do druhé faze klinickych testd, ale nasledné

firma v lednu 2007 oznémila, Ze latka nebyla ani v jednom z piipadfi u¢inna 12 1314,

Neuspéch firmy Evolutec neni tak piekvapivy, jak se miize zdat, jelikoz pouze 33 % latek,
které vstoupi do klinického testovani, tispé$né projde druhou fazi (Lipsky and Sharp, 2001).
Problémd, které u novych potencidlnich 1€kt mohou nastat, je hned nékolik.

U 1ékt pochézejicich z latek, které nejsou pro clov€ka pfirozené, hrozi zvlasté pii
opakovaném podani vznik imunitni reakce spojené s tvorbou protilatek. Ackoli piesna
predpovéd miry imunogenicity ziistava predmétem debat, obecné plati, ze ¢im méné ,,lidsky*
protein je, tim je pravdépodobnost vzniku imunitni odpovédi vyssi (Déruaz et al., 2013).
Existuje vSak nékolik moZnosti, jak potencialni imunogenicitu snizit. Dvéma nejzndméjSimi
posttranslaénimi ~ modifikacemi  jsou PEGylace, neboli navazani netoxického
polyethylenglykolu na molekulu proteinu, a glykosylace, kdy je navazan cukr. SniZeni
imunogenicity se da docilit také modifikaci proteinové sekvence, jejimz vysledkem je vyjmuti
potencialnich T bunécnych epitopi. Co se tyce protilatek, veliké usili je vkladdno do metody
humanizace, pfi které jsou hypervariabilni oblasti mysi protilatky pfeneseny na strukturni

zaklad protilatky lidské. Dalsi metodou je fize proteinu s Fc casti lidské IgG protilatky (De
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Groot and Scott, 2007). Této metody se da vyuzit i v situaci, kdy je kvili nizké molekulové
hmotnosti proteinu nutno prodlouzit jeho zivotnost v organismu. Pfi pfili§ kratké zivotnosti
latky totiz neni mozné podavat 1€k oralni cestou, coz by v ptipadé chronickych obtizi
znamenalo vpichovani injekci v kratkych intervalech, a to pro pacienty neni zrovna
vyhovujici. Faze byla z divodu nizké molekulové hmotnosti provedena i s klistécim
Evasinem-4, avsak s neuspokojivym vysledkem. Zfizovany ekvivalent zcela ztratil i¢innost
in vivo, ackoliv jeho neutraliza¢ni aktivita in vitro zastala zachovana. Z toho divodu by ziejmé
bylo mozno pouzit Evasin-4 pouze K 1é¢bé potizi akutniho charakteru, pti kterych kratka
zivotnost molekuly nepiedstavuje prekazku (Bonvin et al., 2016). Ptikladem uspésné fuze je
1€k pouzivany k 1é¢bé mnoha typli zanétl s nazvem Enbrel, ktery se sklada z nosice IgG1 a
rozpustného TNF receptoru druhého typu (De Groot and Scott, 2007).

Ackoliv se pfipadnd imunogenicita molekul klistécich slin miize zdat jako zavazny
problém, podle programu TEPITOPE a Antipred obsahuje interferon f, jeden
Z nejpouzivanéjsich prostiedki k 16¢bé roztrousené sklerozy, vice CD4* T buné&nych epitopt
nez Evasin-4 (Bonvin et al., 2016). Ani v pfipadé, kdy byla zkoumana uc¢innost Evasinu-1
v ramci 1é¢by plicni fibrozy, nebyla u mysi po dlouhodobém podkoznim podavani (2x denné
po dobu 25 dni) detekovana zadna odpovéd’ protilatek (Russo et al., 2011). Duvodem mize
byt to, Ze evasiny patii mezi vysoce glykosylované proteiny (Bonvin et al., 2016), coz jak bylo
zminéno vyse, sniZuje piipadnou imunogenicitu. Imunitni odpoveéd’ nebyla pozorovana ani po
7 dnech kazdodenniho podavani proteinu OmCI (Hepburn et al., 2007). Podle nékterych
nazort nejsou proteiny z klistécich slin imunogenni, jelikoz kli§té zistava na hostitele piisaté
az po dobu dvou tydnt bez toho, aby imunitni odpovéd’ byla navozena (Hepburn et al., 2007).
Je vsak tfeba mit na paméti, ze klistéci sliny jsou smési mnoha riiznych latek s riiznymi
funkcemi, které se na zamezeni imunitni odpovédi podileji. P¥i podani pouze jednoho
klistéciho proteinu by tak nemuselo byt dosazeno stejného vysledku. Nizkd imunogenicita
evasinil a OmCI by tudiz neméla byt vnimana jako pravidlo.

Pfic¢inou relativné nizké uspésnosti latek v klinickych testech mize byt také fakt, Ze ac
maji experimentalni modely lidskych onemocnéni veliky a nenahraditelny piinos, nékdy je
obtizné poznatky z nich pfenést na skute¢né lidské pacienty. Pfikladem tohoto jevu miize byt
EAE (experimentalni autoimunitni encefalomyelitida) ve vztahu K roztrousené sklerdze.
Zatimco model EAE je zaloZen na autoimunitnich mechanismech CD4% T-lymfocytd, u
roztrou$ené sklerdzy prevladaji lymfocyty CD8*. Podobné odlisnosti mohly byt pti¢inou, pro¢

napiiklad protilatky ustekinumab nebo anti-CD40L nepfinesly v klinickém testovani tohoto
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onemocnéni ocekavané vysledky (t Hart et al., 2011). Proto by se i nad&né zavéry
experimentu, kdy byl na zvifecim modelu EAE vyzkousen kliStéci Sialostatin L (Sa-Nunes et
al., 2009), mély brat s rezervou. Stejnému problému muizou ¢elit i evasiny, nebot’ jak uz bylo
zminéno, existuje znatelny rozdil v rekrutaci mySich a lidskych leukocytt (Bonvin et al.,
2016), a proto i realna ucinnost evasint v 1é¢bé lidskych onemocnéni mize byt odlisna od
mySich modelt. Faktorii, které pfispivaji k odliSenému chovani latek v mySim a lidském
organismu, je vice — v dusledku velkého evolu¢niho rozestupu mezi hlodavci a lidmi existuji
1 ve funkci pfirozené a adaptivni imunity rozdily, které jsou navic podpoifeny faktem, ze
experimentalni mysi jsou ve vétsiné ptipadl geneticky homogenni a spadaji do SPF (specific
pathogen free) kategorie, tudiz neni jejich imunitni systém vystaven okolnim vliviim tak, jako

je tomu u cloveéka (’t Hart et al., 2011).

Ackoliv je cesta od preklinickych testl az po schvaleni latky jako nového 1éku zdlouhava,
naroc¢né a bohuzel 1 kviili vysoké cené pro farmaceutické firmy ¢asto neatraktivni, neni pochyb
o tom, ze kazdy jeden novy lék schopny né€komu ulevit od obtizi je v medicinské sfére
vyznamny. Pfipadné schvaleni nékteré latky izolované z klistécich slin by navic mohlo

pozménit pohled obecné populace na dnes nenavidéna klist’ata jako takova.

8 ZAVER

e Klistéci sliny obsahuji molekuly s imunomodulacnimi a antihemostatickymi G¢inky.

e Nekteré¢ zmolekul klistécich slin byly podrobeny experimentim na zvifecich
modelech kviili jejich potencidlnimu vyuziti v humanni mediciné.

e Mezi takové molekuly patii evasiny, OmCI, Salpl5, proteiny vazajici histamin,
Sialostatin L, Ixolaris, Amblyomin-X a IAFGP.

e Moznou piekdzkou ve vyvoji takovych 1é¢iv je imunogenicita a nesnadna

pifenositelnost poznatki ze zvifecich modeld na ¢lovéka.
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