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1 UVOD

Klistata jsou krevsajici ektoparazité, ktefi maji vyznamnou schopnost dlouhodob¢ sat na
svém hostiteli a zlstat pfitom bez povSimnuti. Aby toho dosahla, produkuji ve svych slinach
Sirokou Skalu biologicky aktivnich molekul s antihemostatickymi, protizanétlivymi
a imunomodula¢nimi vlastnostmi. Tyto latky maji vyznamny terapeuticky potencial, diky
kterému by mohly byt vyuzity k 16¢bé nékterych lidskych onemocnéni. Nékteré z nich jiz byly
izolovany a testovany na riznych zvifecich modelech pro objasnéni mechanismu jejich
ucinku.

Jednim z nejvice znepokojujicich a stale Castéji se vyskytujicich onemocnéni je rakovina.
I pfes jeji zavaznost jsou soucasné terapeutické pristupy Casto nedostatecné nebo vykazuji
fadu vedlejSich ucinkd, a proto je dilezitym cilem vyzkum moderni mediciny izolace
molekul s protinddorovymi G€inky z rostlin a zvitat. Klistata jsou velice vyznamnym zdrojem
farmakologicky aktivnich latek a nedavné studie klistécich slin prokazaly, ze kromé
imunosupresivnich molekul, které umoznuji dlouhodobé sani na hostiteli, maji sliny nékterych
klistat pozoruhodny protinddorovy potencidl. Mezi dosud identifikované molekuly
s protinadorovymi uc€inky, kterym se vénuje tato prace, patii Ixolaris, Amblyomin X,
RHcyst-1, Haemangin, Longistatin, HLTnl a Calreticulin.

Objasnéni mechanismu pisobeni molekul klistécich slin na regulaci bunéénych procest
jejich hostitelt by mohlo pfinést vyznamné objevy a pokrok v soucasnych, Ccasto

nedostate¢nych lécebnych metodach.
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CILE PRACE

Vypracovat reSersi na téma protinadorovych uc€inkt klistécich slin.
Zhodnotit moZznosti vyuziti konkrétnich molekul slin k terapii nadort.
Diskutovat problematiku pouziti klistécich proteini k 1é€bé nadorovych onemocnéni

¢loveéka.



3 KLISTATA
3.1 ROZDELENI KLISTAT

Klistata jsou tad patfici do podtiidy roztocu, tiidy pavoukovct, podkmene klepitkatci,
kmene clenovci (Anderson and Magnarelli, 2008). Jsou rozSifena témét po celém svéte
a parazituji na velmi Sirokém spektru hostitelti zahrnujicim plazi, ptaky, savce a v n€kterych
ptipadech i obojZivelniky (Sonenshine and Roe, 2014). Zaroveil jsou vyznamnymi pienaseci
(Dantas-Torres et al., 2012). Daji se rozd¢lit do tfech hlavnich ¢eledi: Ixodidae (klistatoviti,
692 druhtt), Argasidae (klistakoviti, 186 druhti) a Nuttalliellidae (pouze 1 druh) (Nava et al.,
2009).

Celed Ixodidae je znamé pod nazvem tvrda klistata. Tento nézev je odvozen od jejich
charakteristického znaku, jimZ je tvrdy sklerotizovany $titek (scutum) na dorsalni stran¢ téla.
U dospelych samcii kryje témét celé télo, u samicek pak zasahuje v nenasatém stavu témét do
poloviny ¢i tfetiny jejich jinak velmi elastického idiosomatu (Volf a Hordk, 2007). Patii mezi
n¢ naptiklad rody jako Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes,
Rhipicephalus a dalsi (Horak et al., 2002).

Celed’ Argasidae je znaméa pod ndzvem mékka klistata. Tomu odpovida i jejich t&lni
pokryv (integument), ktery je koZovity. Tvrdy Stitek na dorsalni strané téla, ktery je typicky
pro celed’ Ixodidae, jim chybi (Volf a Hordk, 2007). Patii mezi né naptiklad rody jako Argas,
Ornithodoros a dal$i (Horak et al., 2002).

Celed Nuttalliellidae je reprezentovana jen jednim druhem a tim je Nuttalliela namaqua,
ktery se vyskytuje pouze v jizni Africe a nese znaky jak tvrdych, tak i mékkych klistat (Nava
et al., 2009).

3.2 ZISKAVANIi POTRAVY

Tvrda a mekka klistata se nelisi pouze vzhledem a stavbou, ale také strategii pti ziskavani
potravy.

Po pftisati setrvavaji klistata z ¢eledi Ixodidae na svém hostiteli po del§i dobu. Larvy
a nymfy saji primérné 2 az 8 dni, zatimco dospéli jedinci saji 5 az 12 dni. Béhem prvnich
24 hodin pfijimaji klistata malé mnozstvi krve a témét nedochézi k rastu jejich hmotnosti.
Nejveétsi nartst prichazi posledni den, kdy klist¢ miZe navysit svou hmotnost az 100krat.
S nartistem hmotnosti je spojena také tvorba nové kutikuly (Anderson and Magnarelli, 2008).
Jejich ukotveni prostfednictvim hypostomu v tkani hostitele mize byt u nékterych druhi

podpoteno jesté vyloucenim bilkovinné hmoty — tzv. cementu (Volf a Horék, 2007).
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Oproti tomu klistata z celedi Argasidae setrvavaji prichycena na svém hostiteli celkem
kratce. Sat zacinaji okamzité, nevylucuji cement a ani netvoii novou kutikulu (Anderson and
Magnarelli, 2008). Cely proces sani zabere nanejvys$ nékolik hodin a v n¢kterych ptipadech
1 pouze n¢kolik minut, pficemz télesna hmotnost se zvétSuje Skrat az 10krat (Sauer, 1977).
Mekka klistata Casto obyvaji zvifeci nory a doupata, kde ¢ekaji na pfilezitost pfisat se na

hostitele. Nekteré druhy dokézou pfi tomto ¢ekani hladovét i n€kolik let (Volf a Horak, 2007).

3.3 ZIVOTNI CYKLUS

VSechna klistata maji relativné slozité vyvojové cykly. U celedi Argasidae zahrnuji
vajicko, Sestinohou larvu, osminohou nymfu (z ni mize byt az osm instarl) a nakonec
osminohého dospé€lce. Mezi stadia vyvoje Celedi Ixodidae patii vajicko, Sestinohd larva,
osminohd nymfa a osminozi dospélci. Pfijem krve je nutny pro Gspésné dokoncéeni celkového
vyvoje a pro reprodukci.

Klistata miizeme nalézt v Ukrytech a doupatech svych hostitell, pak jsou oznacovana
jako nidikolni. Patfi mezi né témét vSechna mekka klistata a nékteré druhy tvrdych klistat.
Prostfedi hnizda poskytuje idedlni podminky pro vyvoj mimo hostitele, pro reprodukci
a vyhodou je 1 vysoka pravdépodobnost piitomnosti hostitele.

Nalézt je mizeme také ve volné vegetaci, pak jsou to tzv. non-nidikolni klist'ata. Patii
mezi né témet vSechna tvrda klistata osidlujici pole, lesy, louky a jind oteviena prostiedi.
Druhy, které mezi n¢ patii, maji ¢asto omezenou schopnost vysychani, kterou ale kompenzuji
pohybem ve vegetaci a schopnosti absorbovat vlhkost ze vzduchu (Anderson and Magnarelli,

2008).



4 KLISTECI SLINY

4.1 SLINNE ZLAZY

Slinné zlazy klist'at jsou multifunkéni komplexni organ. Diilezitou roli hraji pti absorpci
vzdusné vlhkosti, pfi koncentrovani zivin z krve, pfi odstranovani piebytecnych tekutin,
anebo také pfi produkci cementu, ktery ukotvuje hypostom v kiizi hostitele. Jejich zasadni
ulohou je také sekrece biologicky aktivnich molekul, které usnadiiuji pfijem krve a ptenos
patogent. Jejich fyziologicka aktivita a morfologie je spojena s piizplisobenim se
parazitickému zptisobu Zivota (Simo et al., 2017).

Slinné zlazy jsou ulozeny anteriolateralné v téle klistéte. Jedna se o parovy organ, ktery
svym vzhledem pifipomind hrozen. Skladaji se zjednotlivych ovalnych vacki (= acini)
spojenych slinnymi trubicemi, dukty. Dukty lze rozliSit podle jejich velikosti na hlavni,
sekundarni a lobuldrni. Sliny, které se vytvaii ve slinnych Zlazach, jsou odvadény slinnymi
vyvody do salivaria. To se v téle klistéte nachdzi mezi hypostomem a chelicerami (Bowman
and Sauer, 2004).

U samic klistat z ¢eledi Argasidae i Ixodidae se slinné zlazy skladaji z velkého poctu
acintl. U Celedi Ixodidae to jsou tfi rizné typy (typ I, II a III), u Argasidae to jsou dva riizné
typy (typ I a II). Kromé toho, u samcti ¢eledi Ixodidae se nachazi navic jesté ctvrty typ (typ
IV). Kazdy acinus je sloZen z riiznych typti bun€k a obsahuje riizné druhy sekre¢nich vacki
(Binnington, 1978). Podle pfitomnosti sekrecnich granul 1ze jednotlivé typy acinti rozd¢lit na
aciny agranularni (typ I) a granulérni (typ I, III) (Bowman and Sauer, 2004).

Slinné z14zy klist'at, kromé jejich role béhem sani, hraji roli i v metabolismu vody a iontd.
U volné zijicich kliStat, jez zrovna nesaji na hostiteli, produkuji hygroskopicky roztok, ktery
je vylucovan skrze salivarium na povrch hypostomu. Atmosférickd vlhkost je absorbovana
slanymi slinami a je nasavdna zpét do téla klistéte, ¢imz napomaha klistatim zistat
hydratovand, n€kdy i roky, zatimco ¢ekaji na hostitele (Bowman and Sauer, 2004; Sauer,
1977).

Béhem aktivniho séani maji slinné zlazy tvrdych klistat dalezitou funkci pfi vylu€ovani
ptebytecnych tekutin, protoze klistata pfijimaji velké objemy krve. Béhem sani dochazi
k navratu az 70 % prebytecné vody a iontll, které se z krve transportuji ptes stievni epitel do
hemocoelu, odkud se vraceji zpét pies slinné zldzy do hostitele, zatimco ziviny jsou
koncentrovéany ve stfevé. Naproti tomu mékka klistata saji preruSované mensi objemy krve
a vétSinu piebytecné vody odstraiuji specializovanymi koxalnimi zldzami (Anderson and

Magnarelli, 2008; Bowman and Sauer, 2004).



U tvrdych klistat navic slinné zlazy produkuji tzv. cement, ktery umoziiuje pevné
ukotveni hypostomu v tkani hostitele (Bowman et al., 2008). Cement vznika v acinech typu II
a III asklada se z polymerizovanych a ztuzenych proteini bohatych na glycin, z lipidi
a sacharida (Chinery, 1973; Jaworski et al., 1992).

Jakmile je klist¢ dostate¢ne nakrmeno, odd€li se od hostitele a Zlazy degeneruji procesem
bunécné apoptdzy. Regulace vyvoje slinnych zlaz, degenerace a sekrece tekutin je pod

neurohormondlni kontrolou (Bowman et al., 2008).

4.2 SLOZENI SLIN

Klistéci sliny obsahuji velké mnozstvi proteind, peptida a nepeptidickych molekul. Tyto
latky interferuji s obrannymi mechanismy hostitele. Mezi né patii hemostdza, hojeni ran a ob¢
vétve imunitniho systému zahrnujici enzymy, cytokiny, komplement, protilatky, bunéénou
signalizaci a imunitni buiiky. Potlaceni obrannych reakci hostitele je zasadni pro preZziti
a reprodukci klistat. Nekteré biologicky aktivni slouceniny ve slindch kliSt'at maji slibny
terapeuticky potencial vyuzitelny pro 1écbu nékterych lidskych onemocnéni, které souviseji
s poruchami hemostazy a imunitniho systému. U slin n€kterych druht tvrdych klistat byly
prokédzany také cytotoxické a cytolytické aktivity piisobici proti riznym typlim bunék.
Zahrnuji naptiklad naruseni migrace a signalnich drah u rakovinnych bunék nebo
antiangiogenni mechanismy. To naznacuje, ze kliStéci sliny mohou byt dilezitym zdrojem pro
navrhovani novych protinadorovych 1é¢iv (Nuttall, 2018; Stibraniova et al., 2019).

Sliny klistat obsahuji velmi komplexni Skélu proteind, pfi¢emz mnoho proteint patii do
multigenovych rodin. U nékterych rodin se produkce proteinii méni v pribehu sani, takze
posledni den sani jsou produkovany jiné proteiny nez prvni den, ¢imz se klist¢ mtize vyhnout
imunitni odpovédi hostitele (Francischetti et al., 2009). Nékteré vyznamné proteinové rodiny

a jejich zastupci jsou popsany nize.

4.2.1 Glycin- nebo prolin-bohaté, kolagenu podobné proteiny

Do této multigenové rodiny patii proteiny, které se nachédzeji v kutikule a matrix slinnych
zlaz. Mohou zajistovat imunitu klistéte nebo napodobovat proteiny v hostitelové pokozce
(Francischetti et al., 2009). Pro medicinské vyuziti jsou zajimavé proteiny spojené s tvorbou
cementu, jimz se tvrda klistata pfipeviiuji ke k0zi hostitele. Vzhledem k jeho adhezivnim
a tésnicim vlastnostem byl navrzen jako potencidlni Sablona pro biomimeticka tkanova lepidla

(Suppan et al., 2017).



4.2.2 Muciny

Muciny jsou serin- a threonin-bohaté proteiny. Pfedpoklada se, ze jejich funkci je obalit
chitinové €asti ustniho ustroji klistéte a tim je ochranit pfed imunitnim systémem hostitele

(Francischetti et al., 2009).

4.2.3 Ixodegriny

Patii mezi n€ glycin-bohaté proteiny obsahujici RGD (arginin-glycin-aspartat) nebo KGD
(lysin-glycin-aspartat) motiv. Ixodegriny (také disintegriny) brani vazb¢é desticek
s fibrinogenem a tim inhibuji tvorbu krevni srazeniny (Francischetti et al., 2005b). N&které
proteiny patiici do rodiny ixodegrinit mohou RGD nebo KGD motiv postradat, i tak ale mohou
plnit funkci disintegrinti (Francischetti et al., 2009).

Vyznamnym disintegrinem je Variabilin identifikovany ve slinnych Zlazach
Dermacentor variabilis. Variabilin blokuje ADP-indukovanou agregaci krevnich desti¢ek
abrani vazb¢ integrinu allbB3 na imobilizovany fibrinogen. Je také antagonistou
vitronektinového receptoru avp3 a brani adhezi bun€k osteosarkomu k vitronektinu (Wang et
al., 1996).

Dalsim zastupcem je napt. Savignygrin ze slin Ornithodoros savignyi, ktery také pisobi

jako inhibitor trombocyt (Mans et al., 2002).

4.2.4 Proteiny obsahujici Kunitzovu doménu

Jedna se o jednu z nejvétSich proteinovych rodin exprimovanych ve slindch klistat.
Neékolik jejich ¢lent bylo funkéné charakterizovano predevsim jako antihemostatickd Cinidla,
kterd blokuji nebo inhibuji agregaci krevnich desticek a srdzeni krve hostitele
(Corral-Rodriguez et al., 2009).

Intenzivné studovany je antikoagulacni peptid TAP (tick anticoagulant peptide), ktery
byl popséan jako pfimy inhibitor FXa. Diky jeho specifité a velikosti (60 aminokyselin) ma
jisty terapeuticky potencial jako antikoagulant (Waxman et al., 1990).

Mezi dal$i vyznamné Cleny této rodiny patii napf. Ornithodorin identifikovany ve
slinach Ornithodoros moubata. Obsahuje dvé domény Kunitzova typu a je charakterizovan
jako inhibitor trombinu (van der Locht et al., 1996).

TdPI je glykosylovany inhibitor Kunitzova typu. Je exprimovan pouze prvni 4 hodiny
po pfisati klistéte a moduluje imunitni obranu hostitele. Také blokuje aktivitu lidskych

B-tryptaz, jez jsou produkovany zirnymi buiikami pii tvorbé zanétu (Paesen et al., 2007).



BmTI-A je trypsinovy inhibitor se dvéma Kunitzovymi doménami. Blokuje neutrofilni
elastazu, plazmaticky kalikrein, trypsin a plazmin. Podle nejnovéjSich informaci také inhibuje
angiogenezi in vitro (Soares et al., 2016; Tanaka et al., 1999).

Haemangin je inhibitor Kunitzova typu identifikovany ve slinnych Zlazach klistéte
Haemaphysalis longicornis. Inhibuje trypsin, chymotrypsin a plazmin, ¢imz podporuje
inhibici fibrinolyzy a dokazuje jeho antiproteolytické ucinky na angiogenni kaskady. Islam et
al. (2009) dosli k zaveéru, Ze je nezbytny pro preziti klistat, a Zze mlze byt slibnym
terapeutickym prostfedkem v boji proti nemocem pirenasenym klistaty a také v naddorové
angiogenezi.

Disagregin je protein ziskany ze slin O. moubata. Vaze se na integrin allbB3, ¢imz
inhibuje agregaci krevnich desti¢ek. Neobsahuje RGD motiv, ktery se vaze na vazebné misto
fibrinogenu, a proto mize se svou jedinecnou sekvenci a funkci slouzit k navrhovani novych
antitrombotik (Karczewski et al., 1994).

Mezi dalsi ¢leny této rodiny patii napt. jesté inhibitor kontaktni faze koagulace Ir-CPI
nebo Tryptogalinin (Decrem, 2009; Valdés et al., 2013).

Velice vyznamné jsou dva proteiny Kunitzova typu — Ixolaris a Amblyomin X. Jejich

podrobné;jsi popis se nachazi v samostatné kapitole.

4.2.5 Proteiny se serpinovou doménou (serpiny)

Inhibitory serinovych protedz jsou exprimovany u vSech zivocichli a maji velice
vyznamnou roli pfi imunitni odpovédi a zénétu. U obratlovcl kontroluji srazeni krve
a u bezobratlych aktivitu profenol-oxidazy, ktera se ucastni imunitnich reakci. Také inhibuji
faktor Xa (Francischetti et al., 2009).

Prvnim identifikovanym kliStécim serpinem je Iris. Iris ma imunosupresivni vlastnosti,
inhibuje elastazu, blokuje hemostazu obratlovcli a inhibuje produkei nékterych zanétlivych
cytokinti a TNF-a (Leboulle et al., 2002; Prevot et al., 2009).

Dal$im vyznamnym serpinem je IRS-2, ktery inhibuje katepsin G a chymazu (Chmelaf
et al., 2011). Zaroven také moduluje produkci IL-6 dendritickymi buitkami a naslednou

diferenciaci a zrani Th17 bun¢k (Palenikova et al., 2015).

4.2.6 Cystatiny

Do této rodiny se fadi inhibitory cysteinovych protedz. Reguluji rizné biologické procesy
obratlovct jako je vyvoj imunitni odpovédi, epidermalni homeostdza, prezentace antigenu,
chemotaxe neutrofill béhem zanétu nebo apoptdza. KliStéci cystatiny interferuji jak

s piirozenou, tak s adaptivni imunitou hostitele (Stibraniova et al., 2019).



v

Funk¢éné charakterizovano bylo nékolik klistécich cystatint, z nichz nejvyznamné;jsi jsou
Sialostatin L a Sialostatin L2 (Kotsyfakis et al., 2006, 2007). Podrobnéjsi popis jejich
pusobeni se nachazi v kapitole nize.

Ve slinach Ixodes ricinus byl relativné nedavno identifikovan cystatin Iristatin, ktery ma
také imunosupresivni vlastnosti, diky nimz miZze byt uziteCny pfi terapii imunitou

zprostfedkovanych onemocnéni (Kotal et al., 2019).

4.2.7 Hirudin/Madanin/Variegin rodina

Tato rodina zahrnuje pfevazné¢ malé antitrombiny. Pfedpoklada se, Ze se vSechny
vyskytuji pouze u tvrdych metastriatnich klist'at (Francischetti et al., 2009).

Variegin je vysoce specificky inhibitor trombinu, ktery byl nalezen ve slindch
Amblyomma variegatum. Je homologicky k hirudinu a je jednim z nejmensSich inhibitord
trombinu, které se v pfirodé nachazeji (tvofi ho pouze 32 aminokyselin) (Koh et al., 2011).

Hirudin je peptid objeveny ve slinnych zlazach pijavice 1¢ékatské (Hirudo medicinalis).
Ma silné antikoagula¢ni Gi€inky. Pasobi jako inhibitor trombinu, kdy brani tvorbé srazeniny,
ptipadné sraZeninu rozpousti (Fields, 1991).

Iyer et al. (2017) popsali ve slinach klistéte A. variegatum protein podobny varieginu —
Avathrin, ktery stejné¢ jako variabilin inhibuje trombin. Proteiny podobné varieginu
pfedstavuji perspektivni kandidaty pro designovani novych antikoagulant pro prevenci
arteridlni a venozni trombo6zy béhem invazivnich procedur.

Dalsim antitrombinem je Sculptin identifikovany ve slinnych zldzach Amblyomma
sculptum. Sdili nékolik podobnosti s hirudinem, av§ak mechanismem inhibice se od sebe
mirné lisi (Igbal et al., 2017).

Madaniny 1, 2 a Chimadanin jsou mal¢, specifické inhibitory trombinu izolované ze
slinnych zlaz H. longicornis. Bylo zjisténo, ze inhibuji trombinem aktivovanou pifeménu
fibrinogenu na fibrin, trombinem katalyzovanou aktivaci FV a FVII a trombinem indukovanou
agregaci trombocytil (Iwanaga et al., 2003; Nakajima et al., 2006).

V transkriptomu slinnych zldz Hyalomma marginatum rufipes byl identifikovan
antitrombin Hyalomin 1. Podobné jako madaniny také inhibuje trombinem indukovanou
agregaci krevnich desticek, trombinem katalyzovanou aktivaci FV a FXI (Jablonka et al,

2015).

4.2.8 ,,Basic tail“ proteiny

Tato rodina zahrnuje vice nez sto proteinti primarné nalezenych u klist'at druhu Ixodes.

Vétsina z nich obsahuje zakladni karboxylovy konec -COOH (odtud nazev ,,basic tail secreted



proteins — BTSP). I ptes identifikaci nékterych homologl u metastriatnich klistat se zda, ze
jsou typickd pro prostriatni klistata (Francischetti et al., 2009). Dosud byly funkcéné
charakterizovany pouze dva BTSP — antikoagulancia ziskana ze slinnych z1az 1. scapularis —
Salp14 a Ixonnexin.

Narasimhan et al. (2002) zjistili, ze Salp14 narusuje vnitini drahu koagulacni kaskady
a specificky inhibuje FXa. Jiné protedzy ale neinhibuje.

Ixonnexin je slinny protein, ktery vykazuje homologii se Salp14. Také interaguje s FXa
a navic podporuje fibrinolyzu in vitro. V experimentech in vivo bylo zjisténo, Ze inhibuje
FeCl3 indukovanou trombdzu u mysi a jevi se jako novy modulator fibrinolyzy, ktery mtze

byt zapojen do studii ischemickych ptihod, ristu naddorti a metastdz (Assumpgao et al., 2018).

4.2.9 Lipokaliny

Lipokaliny jsou vSudypiitomné proteiny. Diky jejich struktufe antiparalelniho -barelu
s +1 topologii jsou schopné prepravovat malé hydrofobni molekuly. Plni fadu biologickych
funkci, v€etné regulace bunécné homeostazy a imunitni odpovédi prostfednictvim transportu
a skladovani malych hydrofobnich molekul jako jsou vitaminy, steroidy, histamin, serotonin
a prostaglandiny podilejici se na modulaci agregace trombocytli, vazokonstrikci a tvorbé
zanétu (Schlehuber and Skerra, 2005).

Klistéci lipokaliny postradaji tii strukturné konzervované motivy typické pro obecnou
rodinu lipokalind, které jsou zjevné navrzeny tak, aby pojaly nabité hydrofobni ligandy. Na
rozdil od jinych lipokalint obsahuji lipokaliny klistat dvé vnitini vazebna mista H a L, obé&
pro vazbu histaminu (Paesen et al., 2000). V klistécich slindich se nachazeji ve velkém
mnozstvi. U mékkych klistat plisobi jako antikomplementové faktory (Tambourgi and van
den Berg, 2014), inhibitory agregace trombocytt (Keller et al., 1993) a toxiny (Mans et al.,
2003). U tvrdych klistat vychytavaji biogenni aminy, jako je serotonin a histamin
(Sangamnatdej et al., 2002) nebo leukotrien B4 (Beaufays et al., 2008a).

OmCI (O. moubata Complement Inhibitor) izolovany z mékkého klistéte O. moubata je
uplné prvnim popsanym inhibitorem komplementu. Inhibuje jeho klasickou i alternativni
drahu. Véaze se pfimo na C5 slozku a zabraiuje jeji interakci s C5 konvertdzou, ¢imz zabratiuje
tvorbé CS5a slozky a MAC komplexu. Kromé toho také zachycuje zanétlivy mediator
leukotrien B4, silné chemotaktické ¢inidlo a aktivator neutrofilti (Nunn et al., 2005; Yoshikai,
2001).

Inhibitorem agregace trombocytl je Moubatin, lipokalin izolovany ze slin O. moubata,

ktery inhibuje kolagenem zprosttedkovanou aktivaci desticek (Waxman and Connolly, 1993).
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Sliny tvrdého klistéte Rhipicephalus appendiculatus obsahuji dva typy slinnych
lipokalint. Jsou strukturné rozliSeny, vazi rizné ligandy a maji oddélené funkce. Patii mezi
né histamin véazajici proteiny RaHBP-1,2,3 (Paesen et al., 1999) a Japanin (Preston et al.,
2013). RaHBP-2 ma vyznamnou schopnost snizovat zanétlivé reakce, a proto byl navrzen pro
terapeutické vyuziti. Japanin je N-glykosylovany lipokalin, ktery existuje v komplexu
s cholesterolem (Roversi et al., 2017). M4 schopnost pfeprogramovat dendritické bunky, které
prezentuji antigeny, takze jiz nereaguji na Siroké spektrum stimulii specifickych pro imunitni
rozpoznavani (Preston et al., 2013).

SHBP (serotonin-histamine binding protein) identifikovany ve slinach Dermacentor
reticulatus je lipokalin, ktery vaZe soucasné serotonin a histamin (Sangamnatdej et al., 2002).
Serotonin pfedstavuje kliCcovy neurotransmiter centralni nervové soustavy a podili se na fad¢
neurologickych poruch (Dinan, 1996). Podobné jako histamin je produkovan Zirnymi buiikami

a krevnimi destickami. Je také kli¢ovym mediatorem zanétu (Askenase et al., 1980).

4.2.10 Enzymy

Sliny klistat obsahuji spoustu enzymd, které napomahaji uspésnému krmeni. Pfikladem
je apyraza (ATP-difosfohydrolaza). Je to vapnikem aktivovany enzym, ktery blokuje aktivaci
trombocytl. Byla nalezena téméf u vSech zkoumanych krevsajicich ¢lenovcet, véetné mékkych
klistat O. moubata, O. savignyi a tvrdého klistéte 1. scapularis (Ribeiro et al., 1985; Ribeiro
et al,, 1991; Mans et al., 1998a). Krom¢ toho je také schopna zni€it jiz vznikly agregat
trombocytl odstranénim ADP (Mans et al., 2000).

V Kklistécich slinach se kromé apyrazy vyskytuji také esterazy a glukosidazy, fosfolipazy,
kindzy a enzymy inaktivujici anafylatoxiny (Geczy et al., 1971; Ribeiro and Mather, 1998;
Zhu et al., 1998). Dale také metaloproteazy, které jsou schopné hydrolyzovat nékteré slozky
extracelularni matrix, jako je fibrinogen a fibronektin. Také mohou reagovat s integriny
endotelidlnich bun€k, coz mize vést k apoptodze a inhibici angiogeneze (Francischetti et al.,

2005a).

4.2.11 Proteiny specifické pro Metastriata

Pouze u metastriatnich klistat bylo dosud identifikovano vice nez 30 proteinovych rodin
(Francischetti et al., 2009), ale jen n€kolik z nich bylo funkéné charakterizovano. Patii mezi
né hlavné malé imunoregulacni proteiny cilici zejména na cytokiny a chemokiny.

Ve slinnych zlazach tvrdého klistéte Hyalomma asiaticum asiaticum byly identifikovany

dva imunomodulac¢ni peptidy, Hyalomin-A a Hyalomin-B. Oba vykazuji vyznamné

-----
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Tian et al. (2016) strukturné a funkéné charakterizovali maly imunosupresivni peptid
Amregulin ze slin A. variegatum. Ten inhibuje in vitro sekreci zanétlivych cytokini a stejné
jako hyalominy vykazuje antioxida¢ni aktivitu vychytadvanim volnych radikala.

Vyznamnou rodinou jsou evasiny nalezené u klistéte Rhipicephalus sanguineus. Zahrnuji
tii slinné glykoproteiny — Evasin-1, -3 a -4. Jsou vyluCovany béhem krmeni a vazi se na
hostitelské chemokiny, ¢imz inhibuji zénétlivou reakci hostitele (Deruaz et al., 2008;
Frauenschuh et al., 2007).

RaCl (R. appendiculatus C5 inhibitor) byl identifikovan v transkriptomu slinnych zlaz
klistéte R. appendiculatus. Jeho sekvence nema Zadnou podobnost s dosud
charakterizovanymi kliStécimi inhibitory komplementu. RaCI se védze na C5 slozku

komplementu a blokuje tvorbu C5a a MAC komplexu (Matthijs et al., 2016).

4.2.12 Proteiny specifické pro Prostriata

U klistat rodu Ixodes bylo identifikovano a charakterizovano nékolik slinnych molekul
s antikomplementovymi vlastnostmi. Patii mezi n¢ Isac a Salp20 u /. scapularis (Tyson et al.,
2007; Valenzuela et al., 2000), Irac I, Irac II (Daix et al., 2007) a IXACs u I. ricinus
(Couvreur et al., 2008). Proteiny Isac a Irac specificky inhibuji alternativni cestu komplementu
blokovanim C3 konvertazy, pfi¢emz tato inhibice mize vést k imunosupresi nebo ke snizeni
opsonizace. Salp 20 a IxACs inhibuji alternativni cestu komplementu vazbou na pozitivni
regulétor této drahy, properdin (Couvreur et al., 2008; Hourcade et al., 2016).

Salp15 je imunosupresivni protein bohaty na cystein. Izolovan byl ze slinnych Zlaz
1. scapularis a jeho ucinek spociva v inhibici aktivace T lymfocytl (Anguita et al., 2002). Diky
tomu je slibnym kandidatem pro lécbu autoimunitnich onemocnéni zprostfedkovanych
T bunkami, jako je napf. astma. Krom& CD4+ T lymfocytl ovliviiuje také dendritické buiiky
a jimi zprostfedkovanou produkci zanétlivych cytokinl, coz poukazuje na jeho roli pii
modulaci adaptivnich odpovédi imunitniho systému (Hovius et al., 2008). Mimo jiné je také
prvnim prokdzanym SAT (saliva assisted transmission) faktorem. Existuji dikazy, ze
B. burgdorferi vyuziva Salp15 béhem svého ptenosu na hostitele. Salp15 specificky interaguje
s povrchovym proteinem B. burgdorferi OspC, ¢imz chrani patogen pied likvidaci
protilatkami hostitele (Ramamoorthi et al., 2005).

Ve slinnych Zlazach H. longicornis byl objeven a charakterizovan Longistatin, vapnik
vazajici protein (Anisuzzaman et al., 2010). Longistatin funguje jako antikoagulant a aktivator
plazminogenu, hydrolyzuje fibrinogen a zpomaluje tvorbu fibrinové srazeniny (Anisuzzaman
et al.,, 2011). Krom¢ toho také moduluje imunitni reakce hostitele a tvorbu zéanétu

(Anisuzzaman et al., 2014).
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5 VLIV KLISTECICH SLIN NA HEMOSTAZU

Hemostaza je velice komplexni a G€¢inny mechanismus, ktery reguluje ztraty krve pfi
poranéni. Zahrnuje tfi hlavni procesy: vazokonstrikci, shlukovani krevnich desticek
a koagulacni kaskadu. Spole¢né vedou k zéstavé krvaceni v misté cévniho poskozeni. Kazdy
z téchto tif mechanism je aktivovan nékolika cestami v reakci na riizné exogenni a endogenni
stimuly (Chmelaf et al., 2012).

Ke stazeni cévy, tedy vazokonstrikci, dochdzi velmi rychle po jejim poskozeni. Na
pocatku tohoto déje stoji aktivace trombocyti prostfednictvim mnoha faktord, jako je napf.
trombin, kolagen, katepsin G nebo ADP uvolnény z poskozenych bunck. Aktivované krevni
desticky pak produkuji kyselinu arachidonovou, kterd nasledné konvertuje na tromboxan A,.
Produkuji také serotonin, ktery je spolecné s tromboxanem A> zodpovédny za casnou
vazokonstrikei. Latky s podobnou funkei vylucuji také zirné buiky (leukotrieny) nebo
endotelium (endotelin). V krevnim feciSti se pak nachdzi angiotensin, ktery je aktivovan
enzymy a také ovlivituje vazokonstrikci (Chmelaf et al., 2012; Kazimirovéa and Stibraniova,
2013).

Bezprostiedné po cévnim poranéni dochéazi k agregaci krevnich desticek. Desticky
adheruji k subendotelidlni tkani, kde jsou aktivovany vySe zminénymi agonisty. Ty se vazou
na jejich povrchové receptory a iniciuji dlouhy fetézec intraceluldrnich chemickych reakci,
které vedou ke shlukovani trombocyti a tvorbé hemostatické zatky, kterd je nasledné
vyztuzena fibrinem vzniklym v koagulac¢ni kaskadé (Kazimirova, 2008).

Koagulaéni kaskdda zahrnuje fadu enzymatickych reakci, kdy je inaktivni proenzym
(koagula¢ni faktor) pfeménén na aktivni formu, kterd potom kaskadovité aktivuje dalsi
inaktivni proenzym (Kazimirové and Stibraniova, 2013). Miize byt aktivovana exogenni nebo
endogenni cestou, jez se nasledné spoji do cesty spole¢né. Exogenni cesta koagulace zacina
poranénim cévy a formaci komplexu tkanového faktoru s aktivovanym faktorem VI
Endogenni cesta za¢ina aktivaci faktoru XII kontaktem s negativné nabitym povrchem. Na
konci spole¢né cesty koagulacni kaskady je zapojen trombin, ktery pfeméiuje fibrinogen na

fibrin (Chmelaf et al., 2012).

5.1 VLIV NA VAZOKONSTRIKCI

Predpoklada se, Ze k potlaceni vazokonstrikce klistata vyuzivaji zejména neproteinové
slozky slin, mezi které patii naptiklad prostacyklin a prostaglandiny (Bowman et al., 1996;

Ribeiro et al., 1988). Vazodilata¢ni G¢inky vykazuje také histamin uvoliujici faktor (tHRF)
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sekretovany ve slindch /. scapularis (Dai et al., 2010) a inhibitor serinovych proteaz IRS-2

(L. ricinus serpin), ktery inhibuje katepsin G a chymazu (Chmelaf et al., 2011).

5.2 VLIV NA AGREGACI TROMBOCYTU

Sliny klistat dokdZzou inhibovat agregaci krevnich desti¢ek v rliznych fazich a riznymi
zpusoby (Francischetti, 2010). Strategie, kterou voli fada druht klistat (napt. 1. scapularis
(Ribeiro et al., 1985) a O. savignyi (Mans et al., 1998b)) je cileni na ADP (aktivator desticek)
prostfednictvim enzymu apyrazy. Apyraza hydrolyzuje fosfodiesterové vazby v ATP a ADP,
¢imz vznika neaktivni AMP.

Mezi dalsi inhibitory agregace desticek patii napf. Moubatin. Moubatin se vaZze na
tromboxan Az, ktery je zodpovédny za shlukovéani krevnich desticek a asnou vazokonstrikci
(Mans and Ribeiro, 2008). Podobnym mechanismem uc¢inkuje i inhibitor Longicornin
ptitomny ve slinach H. longicornis (Cheng et al., 1999).

Kli¢ovou roli v sekundarni hemostaze hraje trombin. Trombin je serinova proteaza, ktera
na konci koagulacni kaskady pfeménuje rozpustny fibrinogen na nerozpustnd fibrinova
vldkna. Zaroven se také Ucastni aktivace krevnich desti¢ek. Mezi inhibitory trombinu patii
napf. serpin IRS-2 z [. ricinus (Chmelaft et al., 2011) a serpin IxseS-E1 z I. scapularis (Ibelli
et al., 2014).

Post-aktivani inhibitory agregace krevnich desticek se zaméfuji na receptory
fibrinogenu. Aktivované desti¢ky exprimuji na svém povrchu adhezni receptory znamé jako
integriny. Integriny jsou proteiny, které zajist'uji vazbu buniky na extracelularni matrix nebo
k povrchu jinych bun¢k. Hlavni adhezni molekulou, jez se ucastni shlukovani krevnich
desticek, je membranovy glykoprotein GP IIb/I1la (receptor fibrinogenu). Ten se za klidovych
podminek vyskytuje v inaktivni form¢, az aktivace trombocytl umoziuje jeho vazbu na
v plazmé¢ rozpustény fibrinogen nebo von Willebrand faktor pies svlij RGD (arginin-glycin-
aspartat) motiv. Takova vazba piedstavuje jakysi mistek mezi dvéma GP IIb/I1la molekulami
ptilehlych desti¢ek (Rumbaut and Thiagarajan, 2010). Spousta druhti klist’at si vyvinula latky,
tzv. disintegriny, které obsahuji integrinovy RGD motiv a brani tak vazb& ostatnich ligandii
na GP I1a/IIIb, &¢imz inhibuji agregaci desti¢ek (Kazimirova and Stibraniova, 2013). Patii mezi
n¢ Savignygrin (Mans et al., 2002) a Variabilin (Wang et al., 1996). Podobnym proteinem je
i Ixodegrin (Francischetti et al., 2005b). Dalsim disintegrinem je Disagregin, ktery ovSem
RGD motiv postrada, i ptes to ale funguje jako antagonista receptoru fibrinogenu (Karczewski

et al., 1994).
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5.3 VLIV NA KOAGULACNI KASKADU

Nejvétsi skupinou klistécich antikoagulant jsou inhibitory serinovych proteaz cilici na

Inhibitory trombinu zahrnuji hlavné inhibitory Kunitzova typu. Radi se mezi né
Ornithodorin (van der Locht et al., 1996), Savignin (Nienaber et al., 1999), Boophilin
(Macedo-Ribeiro et al., 2008) a Rhipilin (Gao et al., 2011). DalSimi inhibitory trombinu jsou
napi. Madanin-1 a Madanin-2 (Iwanaga et al., 2003), Variegin (Koh et al., 2007),
Microphilin (Ciprandi et al., 2006) nebo Calcaratin (Motoyashiki et al., 2003).

Aktivovany faktor X, ktery spolecné s faktorem V tvoii aktivator protrombinu, je druhym
nejcastéj$im faktorem koagulaéni kaskady, na ktery se zamétuji molekuly kliStécich slin.
Antikoagulaéni peptid TAP izolovany ze slin klistéte O. moubata je zatim nejintenzivnéji
studovanym antikoagulantem. Vykazuje ur¢itou homologii s inhibitory Kunitzova typu a je
vysoce specifickym inhibitorem FXa (Waxman et al., 1990). Mezi dalsi inhibitory FXa se fadi
napt. Amblyomin X (Batista et al., 2010) a Salp14 (Narasimhan et al., 2002).

Ve slinach I. scapularis byly identifikovany dva inhibitory, Ixolaris a Penthalaris. Tyto
proteiny inhibuji komplex tkanového faktoru s aktivovanym faktorem VII (FVIIa/TF), ¢imz
brani aktivaci faktoru X (Francischetti et al., 2002; Francischetti et al., 2004).

Endogenni cesta koagulaéni kaskady je navazana na systém kalikrein-kinin. Aktivovany
faktor XII katalyzuje pfeménu prekalikreinu na kalikrein, ktery zpétné¢ napomahd preméné
neaktivovaného faktoru XII na aktivovany (Francischetti et al., 2009). Mezi inhibitory vnitini
cesty koagulace patii trypsinovy inhibitor BmTI-A izolovany ze slin klistéte Boophilus
microplus, ktery inhibuje pravé kalikrein (Tanaka et al., 1999). Dal$imi inhibitory jsou napf.
Haemaphysalin (Kato et al., 2005) nebo Ir-CPI (coagulation contact phase inhibitor from
1. ricinus) (Decrem et al., 2009).

Nékteré slozky klistécich slin mohou vykazovat fibrinolytickou aktivitu. Piikladem je
metaloproteaza detekovana ve slindch I scapularis (Francischetti et al., 2003) nebo
Longistatin, aktivator plazminogenu, ktery vyvolava hydrolyzu fibrinogenu a zpomaluje

tvorbu fibrinové srazeniny (Anisuzzaman et al., 2011).
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6 VLIV KLISTECICH SLIN NA IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém se rozdéluje na pfirozenou (nespecifickou) a adaptivni (specifickou)
imunitu.

Pfirozend imunita je zalozena na molekulach a buikach, které jsou v organismu
pfipraveny piedem a jsou obvykle G€inné proti mnoha riznym patogeniim tim, Ze reaguji na
strukturni ¢i funkéni rysy, které jim jsou spoleéné. Bunééné systémy jsou reprezentovany
pfedevs§im fagocytujicimi a pfirozené cytotoxickymi buiikami. Humorélni slozky vrozené
imunity tvoii komplementovy systém, interferony, lektiny a dal§i sérové proteiny. Slozky
vrozené imunity reaguji na pfitomnost patogenu rychle, fddové v minutach.

Adaptivni imunita je evoluéné mladsi a zahrnuje antigenné specifické mechanismy
reagujici na cizorodé struktury prostfednictvim vysoce specifickych molekul (protilatky,
antigenné specifické receptory T lymfocytl). Patii mezi n¢ mechanismy humoralni, zaloZzené
na protilatkach, a mechanismy bunééné zprostiedkované, zaloZzené zejména na T lymfocytech.
Pro tyto mechanismy je charakteristické, ze se spoustéji az po setkdni s danym antigenem a pro
jejich iniciaci je nezbytna aktivita slozek pfirozené imunity. Typickym rysem téchto reakci je
imunologicka pamét’ (Hotejsi et al., 2017).

Klistata si vyvinula spoustu strategii k modulaci jak ptirozené, tak adaptivni imunity, aby
se ochranila pfed zanétlivou a imunitni odpovédi, kterd by mohla vést k naruseni sani
a ndslednému odpadnuti. Molekuldrni interakce mezi klistétem a hostitelem jsou povazovany
za jakousi soutéZ mezi obrannymi schopnostmi hostitele a snahou ektoparazita témto
schopnostem uniknout (Kazimirova and Stibraniova, 2013). I pfes relativné rozsahlé znalosti
imunomodulaénich ucinka klistécich slin bylo doposud identifikovano a charakterizovano

pouze skromné mnozstvi konkrétnich aktivnich molekul.

6.1 VLIV NA PRIROZENOU IMUNITNI ODPOVED

Po naruseni integrity kiize dochazi k okamzité aktivaci procesi potfebnych k niceni
cizorodych ¢astic a k obnové bariérové funkce pokozky. Latky produkované poskozenymi
koznimi bunikami a mikroby aktivuji v misté¢ poSkozeni pfedem piitomné zirné bunky,
makrofagy a dendritické buiiky. Zirné buiiky nasledné produkuji rozpustné mediatory, jako je
bradykinin a histamin, ty pak vyvolavaji svédéni a bolest. VSechny tfi typy zminénych
imunitnich bun€k produkuji chemoatraktanty zahrnujici chemokiny a leukotrieny, které
rekrutuji do mista poSkozeni dal$i imunitni buiiky — neutrofily a monocyty. Zaroven také
produkuji prozanétlivé cytokiny, napi. TNF-a a interleukin 1. Monocyty sekretuji ristové

hormony, které indukuji proliferaci fibroblastli a tim napomahaji hojeni rany. Aktivované
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dendritické buiiky rozpoznavaji cizi antigeny, migruji lymfatickymi cestami do lymfatickych
uzlin, kde prezentuji antigeny naivnim T a B lymfocytiim, ¢imZ iniciuji tvorbu adaptivni
imunitni odpovédi, kterd vrcholi tvorbou antigenné specifickych protilatek a T lymfocyti

(Simo et al., 2017).

6.1.1 Vliv na zanétlivou reakci

Bradykinin a histamin jsou hlavni mediatory zptsobujici svédéni, bolest a otok. Tim
déavaji hostiteli povédomi o zranéni, coz muze vést k odstranéni klistéte. Klistata proto ve
svych slinach sekretuji latky, které tyto mediatory inhibuji. Pfikladem jsou metaloproteizy
(napt. dipeptidyl karboxypeptidaza) pfitomné ve slinach 1. scapularis (Ribeiro and Mather,
1998) a A. maculatum (Jelinski, 2016), které hydrolyzuji bradykinin. Ve slinach
R. appendiculatus byly popsany dva proteiny vazajici histamin — Ra-HBP(M)
a Ra-HBP(F)-1,2 (Paesen et al., 1999) a ve slinach D. reticulatus serotonin a histamin vazajici
protein SHBP (Sangamnatdej et al., 2002).

V zanétu hraji  kliCovou roli neutrofily. Plni funkci fagocytézy a degraduji
mikroorganismy ve fagozomech produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a proteaz.
Patogeny mohou nicit i bez fagocytdzy, a to vylu¢ovanim neutrofilnich extracelularnich pasti
(NETs) a antimikrobidlnich peptidit (Amulic et al., 2012). Do mista poranéni jsou rekrutovany
pomoci chemoatraktantli, mezi které patii napt. leukotrien B4, IL-8 a anafylatoxiny (slozky
komplementu C3a a C5a) (Beaufays et al., 2008a).

Klistata si k manipulaci s chemokinovou siti hostitele vyvinula opét fadu strategii. Ve
slinach riznych druht tvrdych klistat byla jasné prokézana inhibi¢ni aktivita vi¢i riznym
prozanétlivym cytokintim, napf. IL-8, MCP-1, eotaxinu, IL-2 a IL-4 (Hajnicka et al., 2005).
Ve slinnych Zlazach R. sanguineus byly objeveny tii glykoproteiny zvané evasiny. Evasiny
se fadi do rodiny proteinti vazajicich chemokiny a kazdy jejich konkrétni zastupce (Evasin-1,
-3, -4) dokaze vazat odlisny druh chemokint (Deruaz et al., 2008; Frauenschuh et al., 2007).
Chemotaxe neutrofilti interleukinem 8 je inhibovéana slinnymi proteiny Salp16 Iper1 a Salp16
Iper2 ze slin I. persulcatus (Hidano et al., 2014). Ve slinach klistéte H. asiaticum byly
nalezeny dva imunomodulacni peptidy Hyalomin-A a Hyalomin-B. Ty inhibuji sekreci
zanétlivych faktort jako je TNF-a, MCP-1 a IFN-y, a naopak zvysuji sekreci
imunosupresivniho cytokinu IL-10 (Wu et al., 2010). Amregulin ze slin 4. variegatum snizuje
produkci TNF-q, IL-1, IL-8 a IFN-y in vitro (Tian et al., 2016). Protizanétlivou aktivitu ve
slinach 1. ricinus vykazuje lipokalin Ir-LBP, ktery redukuje mnozstvi aktivovanych neutrofili

v misté zanétu tim, Ze specificky vaze leukotrien B4 (Beaufays et al., 2008b).
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Do zanétlivé odpoveédi se zapojuji 1 zirné buiky. Relativné nedavno byl popsén
a charakterizovan inhibitor protedz TdPI ze slin R. appendiculatus, ktery snizuje aktivitu
lidskych B-tryptéz, jez maji roli pfi tvorbé zanétu a reparaci tkani (Paesen et al., 2007).

Také neproteinové molekuly se i€astni modulace imunitniho systému hostitele. Purinovy
nukleosid Ado (adenosin) a prostaglandin PGE; ze slin R. sanguineus inhibuji produkci
cytokinu IL-10 (Oliveira et al., 2011).

Sliny klistat omezuji i hojeni ran a angiogenezi (Hajnicka et al., 2011). Angiogeneze je
definovana jako tvorba novych krevnich cév z cév jiz existujicich. Ugastni se mimo jiné také
vzniku a vyvoje nadori. Molekula podobna troponinu I — HLTnI ze slinnych Zlaz
H. longicornis narusuje proces tvorby novych krevnich kapilar inhibici proliferace
endotelovych bun¢k (Fukumoto et al., 2006). Podobny efekt vykazuje i Haemangin, protein
Kunitzova typu také ptritomny ve slindch H. longicornis (Islam et al., 2009). Stejné jako
ptedchozi latky dokazi indukovat apoptozu bunék endotelu a tim inhibovat angiogenezi také
nékteré metaloproteazy, jak bylo prokdzano ve slindch 1. scapularis (Francischetti et al.,
2005a). Dalsi zajimavou latkou je protein Ixolaris ze slin . scapularis, ktery krom¢ svych
antikoagulacnich vlastnosti také inhibuje vaskuldrni endotelovy ristovy faktor a snizuje

hustotu cév v nadorech (Carneiro-Lobo et al., 2009).

6.1.2 Vliv na komplementovy systém

Komplement je kaskada proteolyticky aktivovanych slozek, ktera nakonec vede ke
vzniku pori ve sténach mikrobi, coz vede k jejich zniceni. Existuji tfi hlavni cesty
komplementu: klasicka, alternativni a lektinova. Hlavni obranu proti sajicimu kliStéti
pfedstavuje cesta alternativni. Centralni reakci ve vSech drahach je konverze komplementové
slozky C3 na C3a a C3b (Aounallah et al., 2020; Rother et al., 1998; Valenzuela et al., 2000).

Ve slindich 1 scapularis byly identifikovany proteiny Isac (I scapularis
anti-complement), Salp20 a Isac-1 (Tyson et al., 2007; Valenzuela et al., 2000) a ve slinach
I ricinus homologni molekuly k proteinu Isac pojmenované IRAC 1 a Il (I. ricinus
anti-complement) (Daix et al., 2007). VSechny tyto antikomplementové proteiny blokuji
navazani faktoru B na C3b slozku, ¢imz zamezuji formaci C3 konvertazy.

Protein OmCI patfici do rodiny lipokalinti ovliviluje komplementovou kaskadu tim, ze
dokdze specificky vazat C5 slozku a branit jeji aktivaci C5 konvertdzou. C3 slozku

komplementu neovlivituje (Nunn et al., 2005).
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6.2 VLIV NA ADAPTIVNI IMUNITNI ODPOVED

Adaptivni imunita se opird o Sirokou Skalu antigennich receptorii (s ménicimi se
specifitami rozpoznavani antigenu), které¢ jsou klondlné¢ distribuovany do dvou typi
lymfocytt: T a B bunék. Indukce specifické imunitni odpovédi je mozna pouze tehdy, kdyz je
cizi antigen rozpoznan odpovidajicim receptorem. Tento prvni rozpozndvaci signdl je zesilen
interakci kostimulacnich molekul na T nebo B buiikach s témi na APC (antigen prezentujicich
bunkach) —jako jsou dendritické buiiky nebo makrofagy — pattici do vrozené vétve imunitniho
systému (Medzhitov and Janeway, 1997).

T lymfocyty jsou produkovany v kostni dfeni a diferencuji se v brzliku. Kdyz dozraji,
migruji do perifernich lymfatickych tkani nebo cirkuluji v celém téle. Na zakladé
ko-receptorovych molekul exprimovanych na povrchu T bunék jsou rozezndvany dve hlavni
subpopulace: CD4+ (pomocné T buiniky) a CD8+ (cytotoxické T bunky). Na zikladé
sekretovaného cytokinového profilu mohou byt CD4+ T lymfocyty rozdéleny do nékolika
subpopulaci, pti¢emz populace Th1 a Th2 jsou dosud nejdikladnéji studovanymi populacemi
v interakcich kliSté-hostitel. Populace Thl bunék jsou spojeny s bunéénymi a zanétlivymi
reakcemi hostitele, zatimco Th2 populace jsou asociovany s humoralnimi odpovédmi
hostitele (Kara et al., 2014; Kotal et al., 2015; Murphy et al., 2012).

Klistéci sliny jsou schopné potlacit iniciaci adaptivni imunity napf. tim, Ze interferuji se
schopnosti dendritickych bunék prezentovat antigeny T bunikdm a tim blokuji tvorbu vhodné
Th reakce (Cavassani et al., 2005). V nékterych pfipadech byly tyto aktivity pfifazeny ke
konkrétnim slozkdm slin. Bylo prokdzano, Ze cystatiny — Sialostatin L a Sialostatin L2 ze
slin I. scapularis inhibuji katepsin L. Sialostatin L inhibuje proliferaci cytotoxickych
T lymfocytl a maturaci dendritickych bun€k. Zaroven také inhibuje katepsin S, jeZ se podili
na zpracovani antigenu. Sialostatin L2 nemoduluje funkci antigen prezentujicich bunék, ale je
ziejmé také dulezity pro uspésné krmeni klistéte (Kotsyfakis et al., 2006; Sa-Nunes et al.,
je Japanin, lipokalin ze slin R. appendiculatus, ktery dokdze pfeprogramovat maturaci
dendritickych buné€k, inhibovat jejich proliferaci a diferenciaci z monocytd (Preston et al.,
2013).

Ne vSechny imunomodula¢ni mediatory klist'at jsou proteiny. Prostaglandin PGE; ze slin
Lscapularis je povazovan za hlavni inhibitor maturace dendritickych bun¢k. Zaroven také
inhibuje TLR ligandem indukovanou sekreci IL-12 a TNF-a (Sa-Nunes et al., 2007).

V tadé studii bylo pozorovano, Ze klistéci sliny zvysuji produkci Th2 signalnich cytokin,

jako je napt. IL-4, a naopak snizuji produkci Th1 prozanétlivych cytokind, jako je napt. [IFN-y
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nebo IL-2 (Ferreira and Silva 1999; Mejri et al., 2001). Slinné inhibitory T lymfocytd zahrnuji
protein vazajici IL-2 ve slinach I scapularis (Gillespie et al., 2001) a protein p36
z D. andersoni (Bergman et al., 2000), které svymi ucinky blokuji proliferaci T lymfocytu.
Proliferaci T bun€k negativné ovliviiuje také serpin Iris ze slin 1. ricinus, ktery jesté navic
indukuje Th2 imunitni odpovéd’ a inhibuje produkci prozanétlivych cytokint IL-6 a TNF-a
(Leboulle et al., 2002). Protein Salp15 ze slin /. scapularis inhibuje aktivaci T lymfocyti tim,
ze se specificky vaze na molekuly CD4 na povrchu CD4+ T buné€k, coz ma za nasledek snizeni
produkce IL-2 a potlaceni jejich proliferace (Anguita et al., 2002; Garg et al., 2006).

B lymfocyty jsou také produkovany v kostni dieni (Murphy et al., 2012). Jejich dalsi
diferenciace zahrnuje migraci z krevniho obéhu do sleziny, kde se vyvijeji na zralé
B lymfocyty, které pak cirkuluji mezi lymfatickymi uzlinami a slezinou. Jejich zakladni role
spociva v povrchové expresi a sekreci imunoglobulinii (Carsetti et al., 2004). V imunité proti
klistatim produkuji B buniky specifické protilatky cilici na jejich slinné antigeny a v ptipadé
vakcinace skrytymi antigeny i na antigeny stfevnich bunék.

Ve slinach klistéte H. asiaticum asiaticum byl nalezen protein pojmenovany BIF (B cell
inhibitory factor), ktery dokdZe inhibovat lipopolysacharidem stimulovanou proliferaci
B lymfocyti. Molekula se stejnou funkci byla izolovéna i ze slin kliStéte /. ricinus a byla
pojmenovana jako BIP (B cell inhibitory protein). Obé molekuly zfejmé usnadiiuji pfenos
bakterie Borrelia burgdorferi na hostitele (Hannier et al., 2004; Yu et al., 2006).

Kromé latek modulujicich imunitni odpovédi hostitele produkuji néktera kliSt'ata také
proteiny vazajici imunoglobulin G (IgG), které vazi hostitelské IgG poziené béhem sani
a slinénim je navraceji zpét do hostitele. Tento mechanismus chran{ klitata predev§im pred

pozfenim imunoglobuliny hostitele a usnadiiuje jejich krmeni (Wang and Nuttall, 1999).
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7 PROTINADOROVE UCINKY KLISTECICH SLIN

7.1 VLIV KLISTECICH SLIN NA RUZNE TYPY NADOROVYCH BUNEK

Jednim z prvnich dilkazl protinadorovych uc¢inki klistécich slin je studie slin ¢tyt druht
tvrdych klistat (véetné 1. ricinus), kdy SGE (salivary gland extract) potlacoval proliferaci
bun¢k HeLa. Bylo prokazéno, ze SGE klistat mohou obsahovat rizné latky, které potlacuji
bunécnou proliferaci a vyvolavaji apoptézu. Béhem experimentu ¢ast bunc¢k hynula
apoptdzou, avsak z vétsi ¢asti se jednalo o inhibici proliferace zavislé na davce SGE. Aktivni
sloucenina zodpovédna za tuto aktivitu byla s nejvétsi pravdépodobnosti protein, jelikoz po
inkubaci SGE pii 100 ° C jiz antiproliferativni u¢inky pozorovany nebyly (Kazimirova et al.,
2006).

U slin nékolika dalSich druhti klist'at byl prokazan specificky uc¢inek na nadorové buiiky,
pfi¢emz nenadorové (netransformované) buiiky nebyly ovlivnény. Sousa et al. (2018) provedli
experiment, pii némz sliny z A. sculptum, A. parvum a R. sanguineus prokazaly cytotoxicky
efekt na dvé nadorové linie prsu, ale ne na nenadorovou linii MCF-10A. Néadorové buiilky
hynuly na apoptézu indukovanou aktivitou kaspazy 3 a 7. Zaroven také sliny plsobily
morfologické zmény nadorovych bunék, kdy bylo pozorovatelné jejich zakulaceni. Tyto
zmény nebyly pozorovany v buitkdch MFC-10A, které zlistaly témét nezménény 1 po expozici
riznym typtm slin z riznych klistat. Biologicky vyznam této selektivni aktivity slin je ale
nejasny. Podobné vysledky ziskali i Simons et al. (2011), ktefi hodnotili U¢inky slin
z A. cajennense na rizné typy nadort. Pozorovali, Ze sliny mé€ly cytotoxicky efekt na bunky
pankreatického adenokarcinomu a na buniky lidského melanomu, avsak u lidskych fibroblastt
zadny efekt pozorovan nebyl. Cytotoxicky ucinek byl tedy specificky pro nadorové linie.
U nadorovych bun¢k byla pozorovana fragmentace DNA a morfologické zmény, ale Slo
o regulovany proces s charakteristikami nekr6zy — hovoti se o nekroptoze.

Prokazan byl také antiangiogenni ti¢inek kliStécich slin, coZ souvisi s vyskytem metastaz.
Metastaza je proces, pii kterém se rakovinné bunky $ifi z primarniho nadoru do vzdélenéjsich
mist, kde vytvaieji sekundarni nadory. Klicova je pfi tom jejich motilita (Price et al., 1997).
Normalni migrace bunék je vicestupiiovy proces regulovany pienosem signalu. Stejné signalni
proteiny, které vyuzivaji normdlni bunky k migraci, vyuzivaji také rakovinné bunky ke
zvySeni jejich pohyblivosti. Migracni aktivita rakovinnych buné€k muze byt regulovana
receptory epidermalniho ristového faktoru (EGFR) a slozkami vazajicimi se na tyto receptory,
jako je extraceluldrné regulovana kinaza (ERK) a proteinkinaza B (Gan et al., 2010). U klistéte

D. variabilis byl testovan vliv slin na migraci a invazivitu osteosarkomové linie Saos-2
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a bun¢k nadoru prsu. V buitkdch Saos-2 sliny potlacovaly aktivaci proteinkindzy B pomoci
epidermalniho ristového faktoru (EGF). Inhibice migrace byla prokdzana pfes matrigelem
pokryty filtr. Matrigel je zelatinovd smés proteind, kterda svym slozenim pfipomina
extracelularni matrix, a ktera stimuluje buniky k produkci proteaz (Poole et al., 2013).
Angiogeneze je definovana jako tvorba novych krevnich kapilar zjiz existujicich
krevnich cév. Jsou za ni zodpovédné endotelové bunky, které migruji do sousednich tkéani. Je
dilezitd v riznych fyziologickych procesech a je obzvlast vyznamnd v pozdnich stadiich
hojeni ran. Hojeni je kli¢ovym krokem pfi reparaci poskozenych tkéni, a je rozdéleno do tii
fazi: zanétu, proliferace a remodelace. Je zajimavé, Ze k angiogenezi dochazi vétsinou béhem
proliferativni faze, kdy dochdzi k tvorbé tzv. granulac¢ni tkdné. Ta je charakterizovana
intenzivni proliferaci endotelovych bunék, akumulaci fibroblastli a syntézou kolagenu —
poskytuje ziviny, kyslik a fyzickou oporu pro rast tkané (Stappenbeck and Miyoshi, 2009). Za
malignich podminek (napt. béhem neoplastickych procesti) dochazi k naruseni rovnovahy
mezi proangiogennimi a antiangiogennimi faktory. Tento proces se nazyva ,,angiogenni
pfepinac* a je fizen zvySenym piisunem Zivin nezbytnych pro rst nddoru (Rieger and Welter,
2015). V souvislosti stim byly ve slindch klistat pozorovany dvé biologické aktivity —
inhibice proliferace a angiogeneze endotelovych bunck. Bylo zji§téno, ze klistéci sliny tlumi
angiogenezi nejméné dvéma zpusoby: blokovanim integrinové funkce endotelovych bunck
vedouci k bunééné apoptodze a degradaci provizorni matrix. Oba tyto mechanismy zabranuji
tvorbé granulacni tkané, coz vede k inhibici hojeni a reparace tkdni. Diky tomu se klistata
mohou uspésné krmit po celé¢ dny (Francischetti et al., 2005a). SGE z klistéte Hyalomma
dromedarii také prokazateln¢ inhibuje angiogenezi a ma protinadorové vlastnosti. V pokusech
blokoval adhezi a migraci lidskych endotelidlnich bun¢k z pupecnikové zily (HUVEC:)
a angiogenezi na modelu kufeci chorioalantoidni membrany. Kromé& toho mél také
antiproliferativni G¢inek na glioblastomové buniky U87 a inhiboval jejich migraci a adhezi

k fibrinogenu (Bensaoud et al., 2017).
7.2 KONKRETNI MOLEKULY S PROTINADOROVYM UCINKEM

7.2.1 Ixolaris

Ixolaris, protein o velikosti 15,7 kDa, byl poprvé izolovan ze slin tvrdého klistéte
L. scapularis. Jeho molekulu tvofi celkem 140 aminokyselin zahrnujicich 10 cysteinl
a2 domény Kunitzova typu. Analyzou jeho cDNA byla nalezena sekven¢ni homologie

s lidskym inhibitorem tkanového faktoru TFPI (tissue factor pathway inhibitor).
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Bylo zjisténo, Ze Ixolaris ovliviluje koagulacni kaskédu hostitele inhibici komplexu
FVIIa/TF, ¢imz brani preméné faktoru X (FX) na jeho aktivovanou formu Xa (FXa).
Po poranéni tkan€ je zdsadnim krokem pro aktivaci vnéjs$i koagulacni kaskddy uvolnéni
tkanového faktoru (TF). TF se vaze na koagulacni faktor VIla a vznikly komplex FVIIa/TF
pak aktivuje FX na FXa, coz vede k tvorbé trombinu a fibrinu. Zah4jeni srazeni krve je pak

pod kontrolou TFPI (Francischetti et al., 2002).
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Obr. 1: Zjednodusené schéma koagulacni kaskady (Corral-Rodriguez et al., 2009).

Rozdil mezi lidskym TFPI a proteinem Ixolaris je ve vazbé na FXa. TFPI se vaze na
aktivni centrum FXa, zatimco Ixolaris se vaZe na vedlejsi vazebné misto pro heparin (heparin-
binding exosite, HBE) (Nazareth et al., 2006). Dal§im rozdilem je také schopnost proteinu
Ixolaris interagovat se zymogenem FX, a to pravdépodobné prostiednictvim prekurzoru
vedlejSiho vazebného mista pro heparin (proexosite HBPE) (Monteiro et al., 2008).

Funkce proteinu Ixolaris spo¢iva ve vazb¢ na jakési leSeni, které predstavuje zymogen
(proenzym) FX nebo jeho aktivovana forma FXa. Tato vazba zapfticinuje zformovani pevného
komplexu FVIIa/TF/Ixolaris/FX(a), ve kterém je aktivni misto faktoru VIla proteinem Ixolaris
inaktivované. Schopnost vazat se jak k FX, tak k FXa je velice efektivni, jelikoz umoziiuje
komplexu Ixolaris/FX inhibovat FVIIa/TF in vivo nezévisle na produkci FXa (Francischetti et
al., 2002). Kromé& toho dokaze Ixolaris také U¢inn€ narusit aktivaci FX komplexem
FVIlla/FIXa (vnitini tendza) in vitro, a to blokovanim jeho vazby na FVIIla (Monteiro et al.,
2008). Navic se zda, Ze Ixolaris piimo inhibuje tvorbu trombinu tim, Ze soutézi
s protrombinem o vazbu na vedlejs$i vazebné misto pro heparin FXa, ¢imz brani formovani

komplexu FVa/FXa (protrombinaza) (Monteiro et al., 2005).
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Obr. 2: Mechanismus puisobeni proteinu Ixolaris (Francischetti et al., 2002).
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Jak jiz bylo zminéno, pfi poranéni stény cévy je uvolnén membranové vazany tkanovy
faktor a je zahajeno srazeni krve (Gomez and McVey, 2006). Abnormalni exprese TF byla
zdokumentovana u nékolika typi nadorti, véetn€ velmi agresivnich typl (napt. glioblastom)
azda se, ze s agresivnim chovanim tumoru pfimo koreluje. Exprese TF koreluje zejména
s nevyvazenou produkci anti- a/nebo proangiogennich faktori, mezi které patii napf.
vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF), klicovy mediator angiogeneze, ktery zvysuje
vaskularizaci tumoru (Abe et al., 1999). TF podporuje progresi tumoru nejen aktivaci
koagulace, ale i pfimou signalizaci. TF a dal$i enzymy koagula¢ni kaskady jsou rozeznavany
proteazou aktivovanymi receptory (PARs). V pfipad¢ nadorovych bunck vede aktivace PARs
k proliferaci, migraci, inhibici apoptdzy, vzniku metastaz a k produkci faktori podporujicich
agresivitu nadoru. Mezi né patii napf. jiz zminény VEGF, IL-8, metaloprotedzy a dalsi (Rao
and Pendurthi, 2005). To vSe poukazuje na roli TF pfi progresi tohoto onemocnéni a naznacuje
moznost vyuziti antikoagulant pro 1écbu rakoviny (Carneiro-Lobo et al., 2009).

Predpoklad, Ze protein Ixolaris mlze interferovat s progresi glioblastomu diky jeho
silnym antikoagulaénim vlastnostem, byl potvrzen. V experimentu Ixolaris inhiboval
tumorogenni potencial glioblastomovych bun¢k u nemocnych mysi. Spolu s inhibici rastu
nadoru zptisobil downregulaci VEGF a redukoval tak vaskularizaci nadoru (Carneiro-Lobo et
al., 2009). Podéani proteinu Ixolaris melo podobny efekt i v pfipadé mySiho melanomu.
Melanom je vysoce metastazujici typ tumoru a existuje mnoho dikazt, ze TF pfispiva k jeho

agresivnimu chovani. V pokusu Ixolaris uspésné blokoval metastazy mysi melanomové linie
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B16F10 in vivo a snizil jejich pocet v plicich ze 47 na 4. Zaroven mél piimy cytotoxicky efekt
na melanomové bunky in vitro. Imunohistochemické analyzy ukézaly, Ze inhibice rustu
melanomu byla opét doprovazena jak downregulaci exprese VEGF, tak vaskularizace nadoru
(de Oliveira et al., 2012). I pfes to, Ze je polo€as rozpadu tohoto proteinu relativné dlouhy
(< 24 hodin), jeho opakované podani nemélo ani v jednom piipad¢ za nasledek krvaceni, které
hrozi jako vedlejsi ucinek pfi 1écbé antikoagulanty. Tyto vysledky naznacuji, Ze Ixolaris patii
mezi slibné kandidaty pro vyvoj novych protinddorovych 1é¢iv (Carneiro-Lobo et al., 2009;
de Oliveira et al., 2012).

Na modelu rakoviny prsu bylo prokazéano, Ze vys$si koncentrace proteinu Ixolaris dokdze
pfimo inhibovat signalizaci PAR2 zprostiedkovanou komplexem FVIIa/TF. Dochazi k tomu
nezavisle na pfitomnosti FX(a), ktery zvysuje afinitu proteinu Ixolaris ke komplexu FVIla/TF.
Misto, kde se Ixolaris vaze na FVIla, se totiz piekryva s mistem, kde FVIla vaze PAR2.
Ixolaris tedy mize blokovat riist nadort s ektopickou expresi FVIla prostfednictvim inhibice
FVIIa/TF/PAR?2 signalizace (Carneiro-Lobo et al., 2012).

Zasadni roli v diagnostice a terapii nadorovych onemocnéni hraje molekularni
zobrazovani (Jarzabek et al., 2013). V této souvislosti byl TF oznacen jako potencidlni cil,
ktery 1ze vyuzit k zobrazeni agresivnich nddord. Po navazani proteinu Ixolaris na izotop
technecia (**Tc) byl rozpoznavan TF, ktery je v ptipadé glioblastomu zvySené produkovan
astrocyty. Pouziti radiofarmaka **Tc-Ixolaris by tedy diky tomu mohlo slouZit ke kvantifikaci
TF a k identifikaci specifické skupiny pacientd, které by mohla prospivat 1é¢ba zaméfena proti
TF (Barboza et al., 2015). I v pfipad€ navéazani proteinu Ixolaris na radioizotop jodu (!3'T) byly
pozorovany pozitivni G¢inky. Pfi experimentalni 1é€bé mysiho melanomu doSlo po podani
radiofarmaka 3!I-Ixolaris k vyznamnému sniZeni po¢tu plicnich metastaz, k ¢emuz pfi 16¢bé
samotnym radioizotopem '*'T nedo$lo. Celkové vysledky prokazaly schopnost 3!I-Ixolaris
rozpoznat nadory exprimujici TF. Proto bylo toto radiofarmakum navrzeno pro lécbu
diseminovanych tumord, u kterych jsou moznosti terapie pomérné omezené. Ixolaris tedy
muze najit své vyuziti v radionuklidové terapii (RTT) (Barboza et al., 2020).

Abnormalni produkce TF je pozorovéana i v pfipadé infekce virem HIV. Jako odpoveéd na
stimulaci Toll-like receptort (TLR) exprimuje urCitd podskupina monocytl v ramci
patogeneze tohoto onemocnéni zvysSené hladiny TF. Tim dochazi k aktivaci FX, iniciaci
koagulacni kaskady a tvorbé fibrinu a trombinu. Degradaci téchto faktord dochézi ke vzniku
koagulac¢nich markeri, D-dimerQ. Stejna podskupina monocytl zaroven produkuje zanétlivé
cytokiny, jako je napt. IL-18, IL-6 a TNF-a. Diky tomu hrozi pacientim s HIV vyssi riziko

vzniku neinfekénich chronickych komplikaci, jako jsou kardiovaskularni nebo
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tromboembolickd onemocnéni. V experimentu bylo po podani proteinu Ixolaris pozorovano
snizeni funk¢ni aktivity TF, aniz by byla ovlivnéna odpovéd monocytl na stimulaci TLR.
Zaroven bylo in vivo oSetfeni spojeno s vyznamnym poklesem hladiny D-dimerti a imunitni
aktivace. To naznacuje, ze monocyty produkujici TF se nachazeji v epicentru zéanétu
a koagulace u chronické infekce HIV, a ze mohou piedstavovat potencidlni terapeuticky cil

(Schechter et al., 2017).

7.2.2 Amblyomin X

Amblyomin X (Amblyomma Factor Xa inhibitor) je rekombinantni protein Kunitzova
typu o velikosti asi 13,5 kDa, ktery byl poprvé identifikovan ve slinnych zlazach klistéte
A. cajennense (A. sculptum). Je tvofen jednim polypeptidovym fetézcem se sedmi
cysteinovymi zbytky. Analyzou jeho struktury bylo prokdzano, ze vykazuje Céastecnou
sekvenéni podobnost s lidskym TFPI a proteinem Ixolaris (Batista et al., 2010). Radi se mezi
inhibitory serinovych protedz a vykazuje mnoho biologickych aktivit. Je schopen inhibovat
koagulac¢ni faktor Xa, aktivitu protrombinédzy a tenazy (Branco et al., 2016). Mimo jiné existuji
mnohé diikazy o jeho cytotoxickych a protinddorovych ucincich.

Protinaddorova aktivita Amblyominu X byla poprvé prokdzdna na modelu mysiho
melanomu B16F10, kdy jasn¢ indukoval regresi objemu nadoru a sniZeni po¢tu metastaz az
0 60 %. Zaroven také vykazoval proapoptotickou aktivitu na bunéénych liniich melanomu
a pankreatického adenokarcinomu, ale na netransformované fibroblasty zadny efekt nemél.
Protoze apoptéza je zplsob, jak eliminovat abnormdlni buiikky bez aktivace imunitniho
systému, jsou pii 1¢¢bé nadort obzvlaste vyhodné latky, které apoptézu v nadorovych buiikach
selektivné podporuji. OSetfeni obou typli zminénych nadorovych linii proteinem
Amblyomin X vedlo ke zméndm exprese fady gend, pficemz jen nékteré zmény byly spole¢né
obéma. Jednalo se napiiklad o zvySenou expresi genu kddujici B2 podjednotku proteazomu.
20S proteazom obsahuje aktivni mista s aktivitou podobnou kaspazam, trypsinu
a chymotrypsinu. Podani Amblyominu X zpiisobilo ztrdtu proteazomalni aktivity podobné
trypsinu, ¢imz se odliSuje od béznych proapoptotickych inhibitor proteazomu, které
pfednostné inhibuji aktivitu podobnou chymotrypsinu. Aktivita podobna trypsinu je s nejvetsi
pravdépodobnosti spojena se specifickou regulaci bunécného cyklu, véetné apoptotické
odpovédi. Celkové vysledky této studie ukdzaly, ze 1écba Amblyominem X modifikuje
ubiquitin-protedzovy systém a tim zpasobuje smrt nadorovych bunék prostfednictvim
apoptozy (Chudzinski-Tavassi et al., 2010).

Renalni karcinom patii mezi nejcastéj$Si nadory ledvin. Vzhledem k jeho vysoké
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novotvarl. Proto je tfeba neustale zkoumat nové moznosti 1écby, které ptinesou efektivni
vysledky a neponesou s sebou fadu vedlejSich uc¢inkii. Amblyomin X byl diky svym
proapoptotickym vlastnostem vybran jako potencidlni kandidat (Akagi et al., 2012).

Apoptoza je prisn€ regulovany mechanismus bunééné smrti, pii kterém je aktivovano
mnoho katabolickych enzym, zejména protedz a nukledz. To vede k fadé biochemickych
a morfologickych zmén, které vrcholi bunéénym kolapsem. Tento proces bunééné smrti hraje
zasadni roli pfi udrzovani homeostazy tkani a je dilezity i za urcitych patologickych stavd,
véetné rakoviny. Mezi prvni morfologické charakteristiky apoptozy patii tvorba vackovitych
vyrastkll z membrany (tzv. blebbing), smr§tovani bunck, pfeskupeni cytoskeletu, kondenzace
chromatinu a fragmentace jader. Cely proces kon¢i rozpadem buiiky do apoptotickych télisek,
coz jsou membranou ohranic¢ené bunééné fragmenty, které jsou fagocytovany tkanovymi
makrofagy. Signalem pro fagocytdozu je translokace fosfatidylserinu na vnéjsi povrch
membrany (Fadok et al., 1992; Israels and Israels, 1999).

Po podéni Amblyominu X vykazovaly buiiky mysiho renalniho karcinomu (RENCA)
vySe zminéné morfologické zmény svédCici o probihajici apoptéze. Pozorovana byla
vyznamna ztrata zivotaschopnosti, coz potvrdilo silny cytotoxicky efekt. U normalnich bun¢k
zadné zmény pozorovany nebyly (Akagi et al., 2012).

Amblyomin X indukuje apoptézu v buitkdch myS$iho renalniho karcinomu nékolika
zpiisoby: nerovnovahou mezi mezi proapoptotickymi a protiapoptotickymi proteiny rodiny
Bcl-2, mitochondrialni dysfunkei, produkci ROS, aktivaci kaspdzové kaskady, inhibici
proteazomu a stresem endoplazmatického retikula (Maria et al., 2013). Proteiny rodiny Bcl-2
se nachazeji na vngj$i mitochondridlni membrané. Protiapoptotické proteiny tuto membranu
stabilizuji, zatimco ty proapoptotické stimuluji uvoliiovani cytochromu ¢, coz vede k ptreruseni
elektronového transportniho fetézce, produkci ROS a aktivaci kaspazové kaskady vedouci
k apoptéze (Soriano and Scorrano, 2010). Inhibici proteazomalni aktivity zplsobuje
Amblyomin X stres endoplazmatického retikula (ER), ktery také vede k apoptdze (Maria
etal.,, 2013). ER je bunétna organela, ktera se ucastni syntézy, strukturalni modifikace
a transportu proteind a lipida (Deniaud et al., 2008). Pokud jsou nové syntetizované proteiny
Spatné poskladany, jsou retro-translokovany do cytosolu, kde jsou okamzité smérovany
k proteazomalni degradaci (Tsai et al., 2002). Blokovani proteolytické funkce proteazomu
muze zpusobit hromadéni chybné poskladanych proteint v ER a narusit tak jeho homeostazu.
V disledku stresu ER pak dochazi ke zvySovani koncentrace volnych intracelularnich
Ca?" iontd. Za téchto podminek se aktivuji signalni dréhy, tzv. UPR (unfolded protein

response), které navraceji ER zpét do jeho normdlniho fyziologického stavu. Snizuji syntézu

27



novych proteinii a zvySuji transkripci geniit kddujicich chaperony a komponenty ER associated
degradation (ERAD). ERAD je proteolyticka drdha, ve které jsou nesbalené proteiny
z ER aktivné ptenaSeny do cytoplazmy a oznaCeny ubiquitinem pro degradaci ve 26S
proteasomu (Jarosch et al., 2003; Schroder and Kaufman, 2005). Pokud je vSak inhibice
proteazomu trvala a stres ER pietrvava, buiika pfepne z UPR signalizace na apoptotickou
drahu. Apoptdza vyvoland stresem ER je zprostfedkovana vnitini mitochondridlni drahou,
které se ucastni proteiny rodiny Bcl-2 a specifické kaspazy. U bunék RENCA byl tento proces
sledovéan po oSetfeni Amblyominem X. Po 24 hodinach inkubace doslo ke zvySeni exprese
chaperonu GRP78 (glucose-regulated protein) a transkripéniho faktoru GADDI153.
GADDI153 potlacuje promotory Bcl-2 a je schopen zvysit citlivost mitochondrii na podnéty
proapoptotickych ¢lenli proteinové rodiny Bcl-2 Bax a Bad (Maria et al., 2013). Podobny
mechanismus byl popsan i1 v experimentu s nadorovymi liniemi melanomu a pankreatického
adenokarcinomu. Amblyomin X navic opét plisobil cytotoxicky pouze na rakovinné buiiky,
ale na lidské fibroblasty zadny efekt nemél. K i¢inkiim Amblyominu X byly citlivé i nadorové
bunky rezistentni k 1é¢ivu bortezomib, jez byl schvalen Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv
(FDA) pro 1écbu refrakterniho mnohocetného myelomu. Bortezomib je inhibitor proteazomu,

ktery cili na jeho B5 podjednotku s aktivitou podobnou chymotrypsinu (Morais et al., 2016).

Amblyomin-X pro-apoptotic stimuli
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Obr. 3: Proapoptotické mechanismy pusobeni Amblyominu X v buiikach RENCA (Maria et al.,
2013).
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Microarray analyzy poskytly kromé proteazomu také druhy mozny cil Amblyominu X,
a to skupinu proteinii oznacovanou jako dynein. Dynein je molekularni motor, ktery hraje
klicovou roli v intracelularnim transportu. Podili se na transportu bunéénych komponent jako
jsou endosomy, agresomy, Golgiho aparat, ER a dal$i. Transportuje i transkripcni faktory
a proteiny (Pacheco et al., 2016). Inhibice proteazomu indukuje agregaci proteinti, které jsou
strukturovany do dynamickych vezikul, tzv. agresomi, a aktivuje autofagickou odpoveéd’ za
ucelem jejich degradace (Garcia-Mata et al., 2002). V tomto ohledu byla zkouména role
dyneinu ve draze proteazom—agresom—autofagiec u ndadorovych bunék oSetienych
Amblyominem X. Tento rekombinantni protein vyvolal tvorbu a transport agresomu
prostiednictvim neexkluzivni ubiquitinové drahy, kterd je zprostfedkovana pienosem
chaperonu Hsp70 na molekulu Bag3. Na rozdil od dosud dostupnych inhibitort proteazomu
pfitomnost Amblyominu X inhibovala autofagii a bylo navrzeno, Ze k inhibici dochézi
aktivaci signdlni cesty mTOR za pomoci dyneinu. Role dyneinu v mechanismu uc¢inku
Amblyominu X tedy souvisi s tvorbou agresomu a inhibici autofagie. Pfesna funkce dyneinu
pfi pfijmu a transportu tohoto proteinu je vSak stdle pfedmétem zkoumani (Pacheco et al.,

2016).
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Obr. 4: Mechanismus uc¢inku Amblyominu X in vitro. Amblyomin X inhibuje aktivitu
proteazomu, ¢imz indukuje: stres ER, mitochondrialni dysfunkci a tvorbu agresomt, které jsou
transportovany dyneinem. Amblyomin X zaroven podporuje inhibici autofagie skrze aktivaci signalni
kaskady mTOR za pomoci dyneinu. Proto nedochazi k degradaci agresomi. Tyto faktory jsou
rozhodujici pro indukci apop6zy (Chudzinski-Tavassi et al., 2016).
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Vliv Amblyominu X na proliferaci nddorovych bunék hodnotili de Souza et al. (2016) na
mySich buitkaich RENCA in vitro. Po oSetfeni timto proteinem analyzy indexu bunécné
proliferace prokazaly, ze doSlo k vyznamnému sniZeni. Tento efekt byl navic doprovéazen
zastavenim bunééného cyklu. Takova bunééna odpoveéd mohla souviset s inhibici proteazomu
a stresem ER, jak je zminéno vySe. Proteazom je dilezity pro modulaci cyklin-dependentnich
inhibitord p21 a p27, a proto mohou zmény jeho aktivity vést k poruchdm bunééného cyklu
(Lu and Hunter, 2010). Stres ER byl v bunkich RENCA doprovazen indukci exprese
transkripéniho faktoru GADD153, coz také miize vést k zastaveni bunééného cyklu (Faitova
et al., 2006). S ohledem na tato zjisténi byly hodnoceny také hladiny biomarkerti buné¢né
proliferace. OSetieni Amblyominem X snizilo v buikich RENCA hladinu proteinu Ki67
a cyklinu D1. Oproti tomu u nenadorovych bunék bylo pozorovano pouze nepatrné snizeni
exprese cyklinu D1. Tento regulacni protein je zapojen do piechodu bunky z faze G1 do faze
S a lze jej povazovat za indikator proliferativni reakce (de Souza et al., 2016).

K dal$im protinddorovym vlastnostem Amblyominu X patii také jeho antiangiogenni
ucinky. Angiogeneze je velice komplexni patofyziologicky proces, pii kterém jiz existujici
endotelidlni bunky degraduji bazalni membranu, migruji a proliferuji do stromatu sousednich
tkani v reakci na rizné angiogenni faktory. Drewes et al. (2012) prokézali, Ze Amblyomin X
inhibuje VEGF-A indukovanou angiogenezi u mysi a na modelu kufeci chorioalantoidni
membrany. VEGF-A interaguje s receptory vaskuldrniho endotelového ristového faktoru
(VEGFR 1 a 2) na bunénych membranach a spousti intracelularni mechanismy vedouci
k angiogenezi. Indukuje endotelidlni permeabilitu, proliferaci, migraci a adhezi (Shibuya,
2014). Pfiexperimentu Amblyomin X také vyznamné zpomaloval bunéény cyklus
udrzovanim bun¢k v GO/G1 fazi a inhiboval adhezi a proliferaci endotelilnich bunék tim, ze
blokoval expresi molekuly PECAM-1. PECAM-1 (platelet-endothelial cell adhesion
molecule) patii mezi molekuly podilejici se na angiogenezi a v ptipadé¢ naddorovych bunck
zprostiedkovava jejich proliferaci a vazbu na mikrovaskularni sit” (Drewes et al., 2012).

V souboru in vivo a in vitro testli byly popsany molekularni mechanismy ptisobeni
Amblyominu X na funkce endotelialnich bunék béhem angiogeneze. Data jasné prokazala, ze
je schopen modifikovat jejich posttranskripéni mechanismy. Po oSetieni mysi timto proteinem
bylo pozorovano vyznamné sniZeni vaskularizace, ale nebyly pozorovany zadné lokalni
zmény vaskularni permeability. To naznacuje, Ze tento protein nepiisobi pfimo na endotelialni
kontraktilni mechanismy. Podani Amblyominu X nijak neovlivnilo produkci NO a PGEz,
diilezitych induktort vaskuldrni permeability. Post-transkripénim mechanismem ovsem doslo

ke snizeni sekrece VEGF-A. Prestoze je VEGF-A také vyznamnym zesilova¢em vaskularni
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permeability, kombinace dalSich endogennich vaskuldrnich faktordi, jako je histamin,
serotonin, PGE> a NO zfejmé& zodpovidala za nezménénou vaskuldrni permeabilitu i po
aplikaci Amblyominu X. Podani Amblyominu X nezménilo ani zvySenou vaskularni
permeabilitu vyvolanou exogennim podanim VEGF-A. To naznacuje, Ze nijak neméni drahy
VEGF-A zodpovédné za kontrakci endotelidlnich bunc¢k. Daéle byl zkouman vliv
Amblyominu X na expresi adheznich molekul buitkami endotelu in vitro. Jeho podani snizilo
jejich migraci a adhezi k matrigelu a inhibovalo expresi adheznich molekul VCAM-1
a B integrinu (Drewes et al., 2015).

Je znamo, ze mezi rakovinou a hemokoagulaci existuji vzajemné vztahy. Rakovina
vyvolava hyperkoagulacni stav (trombofilii), ktery se vyznacuje piedev§im nachylnosti ke
zvySené tvorbé trombii. Aktivované krevni desticky, srazeni krve a fibrinolyza pak ovliviiuji
biologii nadorovych bunék, rist nadorii, angiogenezi a metastatické procesy (Gerotziafas
et al.,, 2008). V mnoha vyzkumech a klinickych studiich byl zjistovan vliv antikoagula¢ni
1écby na vyvoj a progresi rakoviny. Mezi pifedstavitele této terapeutické tiidy patii napft.
nefrakcionovany (pfirozeny) heparin nebo nizkomolekularni hepariny, jako je dalteparin
a enoxaparin (Bobek, 2012). Diky své antikoagula¢ni funkci mohou inhibovat tvorbu
trombinu a fibrinu vyvolanou rakovinnymi bunikami a také ovliviiovat metastazy. I kdyz jsou
hepariny diilezitym néstrojem pii 1écbé rakoviny, zejména pii prevenci vzniku trombozy,
v posledni dob¢ se studie zamétuji na jejich alternativy v podob¢ inhibitorti FXa (Zalpour et
al., 2011). Ventura et al. (2013) prokézali, Ze Amblyomin X a heparin maji podobné u¢inky
na progresi rakoviny a na normalizaci hyperkoagula¢niho stavu. Amblyomin X vSak
vykazoval ve srovnani s heparinem zajimavéjsi vysledky in vitro. Opét byl pozorovan silny
cytotoxicky uc€inek na nadorovou linii B16F10, ktery vedl k apoptdze a zpomaleni bunééného
cyklu. Po 48 hodinov¢ 1é¢bé Amblyominem X byla sniZzena zivotaschopnost bunék az o 95 %,
zatimco U¢inek heparinu byl mnohem mirngj$i. Mechanismem plisobeni se Amblyomin X
tedy od ostatnich antikoagulancii ziejmé 1isi.

Bunééna migrace je nezbytna v mnoha biologickych procesech, jako je napiiklad
embryonalni vyvoj, angiogeneze, imunitni dohled a oprava a regenerace tkani. Aberantni
regulace bunééné migrace fidi progresi mnoha patologickych jevl, vcetné metastaz
nadorovych onemocnéni (Yamaguchi and Condeelis, 2007). Migrace bunék zéavisi na
proteolytickych enzymech, receptorech a dalSich molekulach podilejicich se na degradaci
extracelularni matrix (ECM), pfeskupeni cytoskeletu a bunééné adhezi (Salamone et al.,
2016). Nadorové a endotelové bunky exprimuji v mikroprostfedi naddoru vyss$i mnozstvi

receptorl pro urokindzu (uUPAR) neZz normalni buiiky, coZ podporuje proteolyzu urokinazy
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(uPA) a bunécnou migraci (Smith and Marshall, 2010). Systém uPA/uPAR hraje zasadni roli
v aktivaci plazminogenu na plazmin a soucasné se podili na aktivaci matrixmetaloproteinaz,
které se ucastni degradace elementi ECM (Haldmkova et al., 2012). uPAR miize také
aktivovat intraceluldrni signalni drahy souvisejici srodinou malych G-proteind -
Rho GTP4zami (Hall, 2012). Tyto proteiny se podileji na regulaci transkripce mnoha gend,
¢imz reguluji velikost, polaritu a mobilitu bun¢k. Funkéni inhibice uPAR inhibitory Kunitzova
typu proto muze modulovat pieskupeni cytoskeletu a migraci, a tim regulovat metastazy.
Schmidt et al. (2020) ve své studii prokdzali, Ze Amblyomin X méni tvorbu aktinového
skeletu, a Ze snizuje migraci nadorovych bunék skrze modulaci signalizace uPAR, Rho GTPaz
a snizenim exprese matrixmetaloproteindz. U nenadorovych bunék HUVECs ovSem na
dezorganizaci cytoskeletu ani snizovani motility zadny efekt nemél. Tato zjiSténi opét
poukazuji na jeho specifitu pro nadorové bunky.

Plisobeni Amblyominu X bylo nedavno testovano také na modelu koniského melanomu.
Koiiské melanomy jsou spontanni nadory, které jsou na rozdil od lidskych melanomii
zapouzdiené a lokaln¢ omezené, takze mén¢ Casto zplisobuji metastazy. U lidi i koni jsou v§ak
potencialné imunogenni, tj. schopné vyvolavat imunitni odpovédi, a proto mohou slouzit jako
model pro studium imunitnich mechanismt podilejicich se na regresi nadoru vyvolané
terapeutickymi molekulami. V prvni fazi experimentu byly nadory lé¢eny po dobu 30 dnti
intratumoralnimi injekcemi Amblyominu X. Vysledky byly slibné. NeoSetfené kontrolni
nadory zachovaly svij tvar a zvétSily se, zatimco nadory oSetfené Amblyominem X se
vyznamné zmenSily nebo dokonce uplné vymizely. U Zadného z péti 1é€enych koni navic
nedoslo k zZddnym nezddoucim reakcim. V druhé fazi experimentu byla provedena analyza
transkriptomu a analyza interakci mezi proteiny nadorovych bun¢k a Amblyominem X. Mezi
nalezy transkriptomické analyzy byl detekovan stres ER a mitochondrii, apoptdza a modulace
vrozeného imunitniho systému. Krom¢ toho bylo nové objeveno, ze rychla reakce vrozeného
imunitniho systému (jiz Sest hodin po injekci) zahrnovala modulaci ¢tyt riiznych cest: TLR,
RIG-I (receptory rozpoznavajici virovou RNA), OAS (2°5° oligoadenylat syntetdza)
a onkostatinu-M (cytokin z rodiny IL-6). Tato zjisténi popsala prvni kroky aktivace obranné
odpovédi, kterd vyvrcholila vregresi nddoru, a poukdzala na nové potencidlni cile
protinadorové terapie (Lichtenstein et al., 2020).

Farmakologickd bezpecnost Amblyominu X byla zkoumana prostednictvim testti akutni
toxicity za pouziti zdravych mys$i. Po jeho podéni byl rychle metabolizovan v jatrech
a nasledné vylu¢ovan ledvinami. V histologické analyze nebylo pozorovano zadné poskozeni

zdravych tkani, a to ani po intravendznim poddni vice neZ stonasobku ucinné davky.
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Pozorovany nebyly ani zadné jiné vedlejsi ucinky, vCetné zazivacich poruch nebo poruch
chovani. Oproti tomu u mysi s ortotopicky implantovanym karcinomem ledvin byl
Amblyomin X detekovan jiz 30 minut po aplikaci ve stromatu nadoru, coz zdiraziiuje jeho
selektivitu pro nadorové bunky. Kromé toho byl v jatrech nemocnych mysi detekovan jesté
3 dny po jeho podani. U nemocnych mysi byly pozorovany také antimetastatické ucinky
Amblyominu X, kdy léc¢ba timto proteinem vyznamné snizila vyskyt plicnich metastaz (de
Souza et al., 2016).

Farmakokinetiku a biodistribuci Amblyominu X zkoumali také Boufleur et al. (2019)
uzdravych samic myS$i. Amblyomin X byl samicim intravenézné¢ injikovan
a v ruznych ¢asovych bodech byla odebrana plazma a organy, které byly nasledné
analyzovany. Amblyomin X byl z plazmy rychle vyluovan a v systémovém obéchu stravil
pouze kratkou dobu. Rychla eliminace pravdépodobné souvisi s neschopnosti Amblyominu X
vazat se na albumin, vyznamny protein odpovédny za transport sloucenin v plazmé. Po 10
minutach od aplikace byl tento protein nalezen v brzliku, plicich a pozd¢ji také v srdci, jatrech
a ledvinach. Ziskana data prokézala, Ze se Amblyomin X po jeho podani koncentruje v jatrech,
kde je metabolizovan, a Ze je vylu¢ovan moci, vzhledem k prokézané pritomnosti v ledvinach
a mo¢ovém mé&chyfi. Je zajimavé, ze byl nalezen v primarni struktui'e, coz naznacuje, Ze nebyl
hydrolyzovan proteazami pfitomnymi v séru, jak je ¢asto pozorovano u jinych proteinovych
lé¢iv. Na druhou stranu, v moci byly nalezeny pouze jeho fragmenty, coz naznacuje ucast
proteaz uvnitt tkani. Celkové vysledky neprokéazaly afinitu Amblyominu X k Zadnému
organu, coz poukazuje na jeho nizkou toxicitu, a tedy moznost jeho vyuziti jako

terapeutického prostredku.

7.2.3 RHcyst-1

Cystatiny jsou rodina pevné se vazajicich reverzibilni inhibitorti cysteinovych proteaz.
Jsou distribuovéany témét ve vSech organismech, vcetné prokaryot (Kordi§ and Turk, 2009).
Mohou regulovat mnoho biologickych procest jako je zpracovani a prezentace antigenu,
fagocytdza, zanét, proliferace T bunék a progrese naddoru (Zavasnik-Bergant, 2008; Zhang et
al., 2004). Celkem existuji Ctyfi cystatinové podskupiny: typ I (stefiny), typ II (cystatiny), typ
III (kininogeny) a typ IV (fetuiny) (Rawlings and Barrett, 1990).

RHcyst-1 byl identifikovan ve slinach klistéte R. haemaphysaloides. Je to intracelularni
cystatin typu II, ktery inhibuje katepsiny typu L, B, C, H, S a papain, s nejsilnéjsi afinitou ke
katepsinu S. Byl exprimovan ve vSech vyvojovych stadiich, ale nejhojnéji se vyskytoval ve
vajickéach a jeho exprese se béhem vyvoje postupné snizovala. RNAi RHcyst-1 snizovala

rychlost pfisati dospélych klist’at a také snizovala rychlost lihnuti (Wang et al., 2015).
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Popsany byly také jeho imunosupresivni vlastnosti. Bylo prokazano, ze piisobi silnym
inhibi¢nim efektem zejména na dendritické buniky. V experimentu inhiboval diferenciaci
dendritickych buné€k z prekurzort kostni diené¢ (BMDC) a potlacoval dendritickymi bunikami
zprostiedkovanou aktivaci T lymfocytt (Wei et al., 2019).

Vzniku a vyvoje nadoril se ucastni katepsiny, coz jsou cysteinové protedzy. S riistem,
angiogenezi 1 metastazovanim jsou spojené katepsiny B, H, Ka L, které¢ degraduji
extracelularni matrix (Andrade et al., 2016; Bian et al., 2016; Schweiger et al., 2004; Sudhan
et al., 2016). Hladiny sérovych katepsini lze vyuzit jako prognostick¢ markery, napf.
u melanomu (Kos et al., 1997). Proto jsou povazovany za slibné cile pro 1é¢bu rakoviny.

Rakovinné buniky sekretuji katepsiny do svého okoli, takZe inhibitory katepsini mohou
potencidlné branit rozvoji nadorti a metastazdm. Wei et al. (2018) ve své studii prokazali
protinadorovou aktivitu cystatinu RHcyst-1. RHcyst-1 inhiboval proliferaci, migraci
a invazivitu Ctyt rakovinnych linii in vitro. Po aplikaci cystatinu in vivo na model mysiho
melanomu B16F10 prokazali signifikantni redukci naddorii a prodlouzeni preziti mysi. Zaroven
doslo k poklesu hladiny myeloidnich supresorovych bunék (MDSC) v krvi. MDSC je
heterogenni populace bunék, jez ma zasadni schopnost tlumit odpovéd’ T lymfocyti. Béhem
tumorigeneze pocet MDSC expanduje (Wu and Dai, 2017). U lécenych mysi byl také

pozorovan vzrust T bunécné infiltrace do nadoru (Wei et al., 2018).

7.2.4 Haemangin

Haemangin je inhibitor Kunitzova typu izolovany ze slinnych zldz tvrdého klistéte
H. longicornis. Bylo prokazano, ze je schopen narusit angiogenezi a proces hojeni ran, a to
pomoci inhibice proliferace bun¢k vaskuldrniho endotelu a indukci apoptoézy. Mimo to také
ucinné inaktivoval trypsin, chymotrypsin a plazmin, coz naznacuje jeho antiproteolyticky
ucinek na angiogenni kaskady. V terapii nddort by mohl byt vyuzit k blokovani angiogeneze.

V experimentech Haemangin inhiboval angiogenezi na explantatu kufeci aorty. Blokoval
také diferenciaci, proliferaci a tvorbu cév u bunck HUVECs a neovaskularizaci u kufeci
chorioalantoidni membrany. To poukazuje na to, ze mize branit jak jiz existujici angiogenezi
cév, tak neovaskularizaci. Kromé toho zaroven vyrazné indukoval apoptézu bun€k endotelu.
Pozorovana byla modulace Sirokého spektra genti spojenych s riznymi biologickymi procesy
véetné apoptdzy, angiogeneze a hojenim ran. Pfi testovani bunécné proliferace bylo
prokézano, ze nepusobil cytotoxicky (méfenim aktivity laktat dehydrogenazy), takze neni
toxicky pro buiiky savct.

Haemangin byl schopen inhibovat riizné fdze hojeni ran, od proteolytické degradace

ECM po proliferaci a diferenciaci endotelovych bunék. Timto zplsobem zfejmé klisté
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zabrafuje odmitnuti hostitelem a pfispiva k tspésnému sani krve. Je zajimavé, ze u mékkych
klistat, které na rozdil od tvrdych klistat saji krev daleko krat$i dobu, nebyly detekovany
zadné homology Haemanginu, coZz poukazuje na moznou dllezitost této molekuly pfi

dlouhodobém krmeni (Islam et al., 2009).

7.2.5 Longistatin

Longistatin je protein o velikosti 15,5 kDa, ktery byl také poprvé izolovan ze slinnych
zlaz klistéte H. longicornis. Obsahuje dvé funkéni EF-hand domény a je schopen véazat vapnik.
Je exprimovan ve vSech fazich Zivotniho cyklu a u klist'at aktivné sajicich krev je pozorovana
jeho upregulace (Anisuzzaman et al., 2010).

Bylo prokazéano, ze je schopen véazat se na fibrinovou sit’, a Ze specificky pfeménuje
plazminogen na aktivni plazmin, ¢imz vyvolava lyzu fibrinové srazeniny a trombi. Zaroven
také degraduje fibrinogen a je schopen tvorbu fibrinové srazeniny zpomalit. To poukazuje na
jeho nezbytnost pro Uspésné krmeni a preziti klist'at. Data ziskana pfi testovani tohoto proteinu
naznacuji moznost jeho vyuziti jako terapeutického prosttedku pti 1é¢bé lidskych onemocnént,
jako je napf. trombo6za nebo rizné kardiovaskularni piithody (Anisuzzaman et al., 2011).

Longistatin navic moduluje imunitni reakce hostitele a tvorbu zanétu vazbou na receptor
pro konecné produkty pokrocilé glykace (RAGE), ktery zprosttedkovava aktivaci imunitnich
bunék, a ktery je vysoce exprimovan v misté kousnuti klistéte (Anisuzzaman et al., 2014).

Souvislost mezi zanétem a rakovinou se ptedpoklada jiz dlouho, a to kvili pfitomnosti
zangtlivych bunék v mikroprostfedi nadoru, vcéetné myeloidnich bunck a makrofagi
asociovanych s nadory (TAM). Tyto bunky vyznamné zvySuji riist nddor a metastazovani
a jsou klicovymi inhibitory protinadorové imunity (Noy and Pollard, 2014). Bylo prokazéno,
ze imunitni buniky na svém povrchu exprimuji RAGE. Jeho exprese byla detekovana
u riiznych typtt bunék v nddorovém mikroprostiedi, véetné makrofagii. U mysiho modelu
rakoviny prsu bylo pozorovano, Ze blokovani signalizace RAGE vyznamné inhibovalo rist
nadoru, metastdzy a angiogenezi. Tato zjiSténi naznacuji, Ze RAGE mize regulovat
mikroprostiedi nddoru a zvysit tak riist tumoru nebo podporovat metastazy. Vzhledem k tomu
by mohl byt novym cilem pro kontrolu riistu nadorti prsu a jejich metastdz (Nasser et al.,
2016).

Ve studii Anisuzzaman et al. (2014) bylo prokézano, Ze se Longistatin vazal na V doménu
RAGE zplsobem zavislym na koncentraci. V pfitomnosti Ca** byla vazba pfiblizné tiikrat
siln€jsi. V buitkdch HUVECs uc¢inné pierusil produkei ROS ligandem RAGE. Navic také
soutézil s ligandy RAGE, v¢etné riznych alarmini, a u¢inné branil fosforylaci a degradaci

proteinu IxBa a inhiboval translokaci transkripénich faktort NF-kB. Kromé toho vyznamné
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potlacoval expresi adheznich molekul VCAM-1, ICAM-1 a E-selektinu. Longistatin dale
vyznamné snizoval sekreci cytokinli. Mezi nimi byl napf. cytokin stimulujici produkci
granulocytt a jejich uvolnéni do krevniho obéhu — G-CSF nebo transformujici rastovy faktor
— TGF-B.

Diky své schopnosti blokovat aktivaci RAGE, jez ma zasadni roli pii zanétu, mize byt
Longistatin vyznamnym terapeutickym prostiedkem pii 1écb¢ chorob zprostfedkovanych
RAGE, jako je napf. Alzheimerova choroba, lupénka, diabetické komplikace nebo

tumorigeneze (Anisuzzaman et al., 2015).
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Obr.5: Schematické znazornéni u¢inku Longistatinu. Klist'ata zpisobuji rozsahlé poskozeni
tkang. Poranéné tkané uvoliuji DAMPs nebo alarminy, které jsou zodpovédné za vyvolani zanétu
zejména prostiednictvim RAGE. Longistatin brani interakci receptoru s DAMPs, blokuje adhezni

molekuly, produkci ptislusnych cytokini a brani nuklearni translokaci NF-kB (Anisuzzaman et al.,

2015).

7.2.6 HLTnI

HLTnl je molekula podobné troponinu I, kterd byla poprvé identifikovana ve slinach
klistéte H. longicornis (You et al., 2001).

Troponin je regulacni protein, ktery se sklada ze tfi podjednotek: troponinu C, T a I.
Troponin C vaze vapenaté ionty, troponin T se vaZe na tropomyosin a troponin I se vaze na
aktin a zabranuje kontrakci svalu blokaci aktomyozin ATPazy (Leavis and Gergely, 1984).
Troponiny byly diive povazovany za molekuly specifické pro svaly. Bylo vSak prokazéano, ze
troponin I (Tnl) je distribuovan i jinde, napi. ve chrupavkéach nebo rohovce (Kinoshita et al.,

2001; Moses et al., 1999). To poukazuje na to, Ze se troponiny ucastni i jinych procesii, nez
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jen zprosttedkovani a regulace kontrakce pfi¢né-pruhovaného svalu. Nékteré studie uvadé;ji,
ze lidsky Tnl ma schopnost inhibovat angiogenezi, a Ze by mohl byt vyuzit pro regulaci
rakoviny (Kern et al., 2003).

Vin vitro experimentu rekombinantni HLTnl vyznamné potlacoval kapilarni vyvoj
u bunék HUVECs zptsobem zavislym na davce. Mechanismus tohoto tcinku je ale nejasny
(Fukumoto et al., 2006). U lidského Tnl bylo prokdzano, ze jeho aktivni misto, které inhibuje
aktomyosin ATPazu béhem svalové kontrakce, je zdroven zodpovédné za antiangiogenni
vlastnosti tohoto proteinu, a Ze aktivita je modulovdna downregulaci exprese adhezni
molekuly ICAM-1 prostfednictvim downregulace exprese VEGF (Kern et al., 2003). Uvadi
se také, ze Tnl inhibuje proliferaci endotelidlnich bunék interakci s receptorem bFGF
(Feldman and Rouleau, 2002). Strukturni podobnost HLTnl s lidskym Tnl tedy naznacuje, ze
by HLTnl také mohl interagovat s receptory pro VEGF a bFGF na endotelidlnich buiikach
a tim branit angiogenezi. Je v§ak potfeba dal§iho zkoumani.

Jelikoz je angiogeneze brana jako zakladni proces pii rlistu nddori a metastazovani,
HLTnl by mohl diky svym antiangiogennim vlastnostem potencialné slouzit jako terapeutické

¢inidlo pfi 1é¢bé rakoviny (Fukumoto et al., 2006).

7.2.7 Calreticulin

Calreticulin (CRT) je hlavni protein endoplazmatického retikula sav¢ich bunék, ktery
ovliviluje mnoho biologickych funkci jak v lumen, tak mimo prosttedi ER. V lumen ER plni
dvé hlavni funkce: chaperonizaci a regulaci homeostazy Ca" iontti. Podili se také na syntéze
riznych molekul véetné iontovych kanalii, povrchovych receptort, integrind a transportéri
(Michalak et al., 1999).

Jeho rekombinantni forma (rCRT) byla detekovana i ve slinach nékterych klist’at, jako je
napi. A. americanum, D. variabilis, B. microplus a I. scapularis (Ferreira et al., 2002; Jaworski
et al., 1995; Valenzuela et al., 2002). Bylo navrZeno, ze jeho funkce zifejmé spociva
v usnadnéni krmeni klist'at, a Ze napomaha pfenosu patogenti prostiednictvim inhibice Clq
slozky komplementu a inhibici koagulace (Kaewhom et al., 2008).

VSeobecné je pfijimano, Ze Calreticulin funguje jako inhibitor angiogeneze, ktery se
pfimo zamétuje na proliferaci a adhezi endotelidlnich buné€k, inhibuje angiogenezi a potlacuje
rist tumoru. Mimo jiné podporuje i hojeni koznich ran (Pike et al., 1999; Ramirez-Toloza et
al., 2015). Dosud ovSem neexistuji konkrétni védecké tdaje, které by tyto funkce ptisuzovaly

1 klistécimu CRT, a proto je potieba dalsiho zkoumani.
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8 DISKUZE

Sav¢i hemostaticky a imunitni systém ptedstavuji komplexni sit€¢ zahrnujici rtizné
humoralni a bunééné struktury a procesy, které jsou nezbytné pro ochranu pied nemocemi,
zranénimi nebo jinymi potencidlné Skodlivymi patogeny. Jakékoliv poruchy imunitniho
systétmu mohou mit za nasledek imunodeficienci, autoimunitni onemocnéni, zanétliva
onemocnéni nebo dokonce rakovinu, na které se podileji udalosti vrozené a adaptivni imunity,
ale také koagulacni faktory. Sou€asné moznosti 1écby téchto onemocnéni jsou casto
nedostate¢né. Védci proto hledaji alternativni léky piirodniho pivodu, napf. z rostlin,
mikroorganismi, ale i Zivogichii (Stibraniova et al., 2019). Clenovci jsou velice rozmanita
skupina se Sirokou Skalou biologickych aktivit. Farmakologicky potencidl jejich produkta
nebo jich samotnych naznacuje, Ze jsou bohatym, avSak dosud neprozkoumanym zdrojem
uzitecnych sloucenin, jez by mohly byt vyuzity pro vyvoj novych terapeutickych prostredkii
moderni mediciny (Pemberton, 1999).

Klistata jsou velice vyznamnym zdrojem farmakologicky aktivnich latek. Jejich sliny
obsahuji  stovky proteint a nizkomolekuldrnich efektori s imunomodula¢nimi,
protizanétlivymi, antikoagula¢nimi, antiagrega¢nimi, protinddorovymi a antiangiogennimi
vlastnostmi s vysokou afinitou, aviditou a selektivitou pro jejich cile v obrannych
mechanismech hostitele. Mnoho klistécich molekul vykazuje specifické, avSak piesto
nezndmé funkce a zpiisoby pusobeni. Objasnéni zplsobu plsobeni bioaktivnich molekul
klistécich slin na regulaci bunécnych procesii u jejich savéich hostitelit by mohlo poskytnout
nové nastroje pro pochopeni komplexnich poruch vedoucich k porucham imunity a rakoving.
Priizkum a vyuziti farmakologického potencidlu klistat je vsak jesté v plenkach (Stibraniova
etal., 2019).

Rozhodovani o tom, zda je 1é¢ivo pfipraveno pro klinické studie u lidi, zahrnuje
preklinické testovani. To poskytuje predbézné informace o jeho ucinnosti, toxicité,
farmakokinetice a bezpec¢nosti. Jednotlivé davky 1éCiva jsou testovany pomoci experimenti
in vitro ve zkumavkach ¢i na bunécnych kulturach, in vivo na zvifecich modelech, anebo
in silico na po¢itacovych modelech!. Nasledné klinické testovani na lidech sestava ze Gtyf fazi,
pti kterych se testuje pritb¢h 1€cby, hleda se vhodna davka a pozoruji se piipadné vedlejsi
ucinky. Pokud je po prvnich tfech fazich prokazano, ze je 1€k bezpecny a Gi¢inny, je schvalen
pro klinické vyuZiti a nadale jsou sledovéany jeho u¢inky?.

Nékteré molekuly kliStécich slin s potencidlem pro vyvoj novych 1é¢iv byly jiz testovany
na ruznych zvitecich modelech lidskych onemocnéni a prokéazaly slibné vysledky. Bohuzel

pouze nékolik z nich postoupilo do preklinickych zkousek. Jsou to napt. Ir-CPI, TAP, OmCI
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nebo Ra-HBP. Antitromboticky protein Ir-CPI prokazal v preklinickych studiich svou
ucinnost pfi inhibici kontaktni fdze koagula¢ni kaskady a zabranoval srazeni krve u krali¢ich
modelt kateriza¢ni okluze a arteriovendzniho zkratu béhem kardiopulmonalniho bypassu
(Pireaux et al., 2019). Antikoagula¢ni peptid TAP vykazoval slibné vysledky v modelech
vendézni a arteridlni trombozy in vivo. Jeho uCinnost na srdzeni krve byla schvalena
v predbéznych preklinickych experimentech, avsak u lidi nebyl nikdy zkouman, a to hlavné
kvilli jeho antigenicité, tedy schopnosti vyvolat tvorbu protilatek (Yeh et al., 2012). Udaje
z preklinickych studii lipokalinu OmCI prokazaly jeho uc€innost pii 1é€bé onemocnéni
zprostifedkovanych komplementem a u lipokalinu Ra-HBP byly prokazany ptiznivé u¢inky pii
1é¢bé lidskych alergii (Stibraniova et al., 2019; Weston-Davies et al., 2014).

Rakovina je celosvétoveé hlavni pfi¢inou morbidity a mortality. Jeji vyskyt roste
v disledku starnuti populace, genetické zatéze, nevhodnych Zivotnich navykd,
environmentalnich faktort a industrializace. Celosvétova data podle GLOBOCAN (Global
Cancer Observatory) zahrnuji pfiblizn€ 19,3 milionu novych pfipadi rakoviny a témér
10 milioni umrti spojenych s rakovinou vroce 2020. Navzdory vyznamu rakoviny pro
vefejné zdravi jsou vSak souCasné moznosti 1écby nedostatecné. Proto je potfeba novych
terapeutickych pfistupi k upraveni nebo nahrazeni stavajici 1é€by, jeZ ma c¢asto omezenou
ucinnost nebo fadu vedlejSich ucinkili (Sousa et al., 2015; Sung et al., 2021). U slin n¢kterych
klistat byl prokézan specificky u€inek na nddorové bunky. Identifikovany byly také konkrétni
molekuly s protinadorovym ucinkem, které by potencialn€ mohly najit své vyuziti v nddorové
terapii (Tab. I). Dvé z nich, Ixolaris a Amblyomin X, byly jiz testovany v preklinickych
zkouskach.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole vySe, protein Ixolaris by mohl najit své vyuziti v RTT.
Vyvoj radiofarmak pro lécebné a diagnostické ucely probihd ve ¢tyfech fazich, z nichZ jedna
je preklinickd a tfi klinické. Preklinickd faze sestava ze studii biodistribuce a radiacni
dozimetrie provadénych na zvifatech s cilem charakterizovat bezpecnost a ucinnost
radiofarmaka pted testovanim na lidech (Stabin, 2017).

Kozni melanom je jednim znejrychleji rostoucich malignich nadorti poslednich
desetileti. Na rozdil od mnoha jinych typt rakoviny postihuje zejména mladsi populaci a je
znam svou tendenci k metastdzovani a Spatnou odpovédi na soucasné terapeutické metody (Li
et al., 2002). Uznava se také, ze v 95 % ptipadu je 1éCitelny, pokud je v€as diagnostikovan
a chirurgicky odstranén. Vc¢asnd detekce muize zamezit vyuziti agresivnich terapii, jako je
chemoterapie a radioterapie a snizit riziko vzniku metastaz (Figueiredo et al., 2019;

Satyamoorthy and Herlyn, 2002). Barboza et al. (2015) vyvinuli nové radiofarmakum
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PTe-Ixolaris. U nemocnych mysi byly provedeny snimky jeho afinity v zdjmovych organech
pro diagnostiku melanomu, dozimetrické studie a sledovana byla i jeho biodistribuce. Vyvoj
takového diagnostického nastroje zvySuje moznosti hodnoceni a sledovani pacientil
s rakovinou kiiZze prostfednictvim porozuméni patofyziologickym mechanismim. Figueiredo
et al. (2019) provedli dozimetrické studie *°Tc-Ixolaris u mysi suméle aplikovanym
melanomem B16F10 za tcelem stanoveni jeho biokinetického modelu. V Gvahu vzali
hmotnostni a metabolické rozdily mezi mySmi a ¢lovékem a stanovili G€innou davku tohoto
radiofarmaka. Dosli k zavéru, ze zahdjeni klinického testovani na lidech je bezpecné, jelikoz
jak odhadovana absorbované davka v kritickych organech, tak efektivni davky byly v souladu
s témi, které byly pozorovany v jinych dobie zavedenych diagnostickych metodach. Barboza
et al. (2020) ve své studii hodnotili piisobeni dalsiho radiofarmaka, 3'I-Ixolaris, také pfi
experimentalni 1é¢bé mySiho melanomu. Soustfed'ovani emitovanych beta castic
z radionuklidu do mikroprostiedi nadoru prokézalo schopnost proteinu Ixolaris rozpoznavat
nadory exprimujici TF. Prokazali, ze '*'I-Ixolaris miize ptimo interferovat s progresi nadoru
narusenim signalizace zprosttedkované TF, ktera je spojena s pronadorovymi odpovéd’mi,
véetné angiogeneze a produkce cytokint, jako je IL-8 a VEGF (Graf and Ruf, 2018).
Podobnych vysledkti dosahli i Ashrafi et al. (2012), ktefi vyuzili protilatku anti-VEGF
znaenou T (B3![-Bevacizumab) a také prokazali vyznamné sniZeni progrese nadoru. Na
rozdil od protilatek, které maji velkou molekularni hmotnost, jsou vSak peptidy mensi
molekuly, které mohou snadnéji proniknout do tkani a mohou také vykazovat nizsi
antigenicitu. V zavéru bylo potvrzeno, e stejné jako radiofarmakum *Tc-Ixolaris,
i B!-Ixolaris vykazuje optimalni vlastnosti pro vyuziti v terapii kozniho melanomu (Barboza
et al., 2020).

Amblyomin X je protinadorovd molekula, kterd, jak jiz bylo zminéno vySe, plsobi
specificky na nadorové bunky a indukuje jejich apoptdézu prostiednictvim inhibice
proteazomalni aktivity. Né&které inhibitory proteazomu jsou v soucasné dobé vyuzivany
v nadorové¢ terapii. Pfikladem je bortezomib nebo carfilzomib, oba schvalené FDA pro 1é¢bu
refrakterniho mnohocetného myelomu, coz je malignita krve (Herndon et al., 2013; Kane et
al., 2006). Tyto inhibitory proteazomu a dalsi, které jsou v klinickych studiich, jsou malé
molekuly nebo peptidy, které pfimo prochazeji membranou rakovinnych bunék. Selektivita
téchto sloucenin piesné souvisi spise s jejich plisobenim na proteazom, nez s typem nadorové
buiiky (Chudzinski-Tavassi et al., 2016). Schmidt et al. (2020) ve své studii hodnotili plisobeni
Amblyominu X a bortezomibu na rakovinné a normalni bunky. Souhrnné vysledky prokazaly,

ze oba pusobi odlisné. Bortezomib je vyuzivan jako chemoterapeutikum pii 16¢bé rakoviny,
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avSak jeho Ucinky se neomezuji pouze na rakovinné buniky a vyvolavaji fadu vedlejSich
ucinki, mezi néz patii napt. pfechodna trombocytopenie, leukopenie nebo zmény v histologii
jater (Rosinol et al., 2005; Satoh et al., 2011). Schmidt et al. (2020) ve svych experimentech
skutecné pozorovali, Ze bortezomib: (a) vyvolal cytotoxicitu a dezorganizaci cytoskeletu jak
u nadorovych, tak u endotelovych bunék, (b) moduloval matrixmetaloprotedzy ve vsech
typech buné¢k a (c) zvysil hladinu RhoA GTPazy u normalnich i nddorovych bun¢k, coz by
mohlo usnadnit metastazovani a angiogenezi nadoru béhem 1écby. Oproti tomu Amblyomin X
vyvolaval zmény pouze v rakovinnych bunikach a na normalni buniky zadny efekt nemél.
Krom¢ toho navic blokoval uPAR signalizaci a tim naruSoval migraci nddorovych bunék, coz
je oproti bortezomibu jeho velkou vyhodou.

Z jakého divodu Amblyomin X cili pouze na nadorové builky zatim neni zndmo. Jeho
selektivita vSak muze byt pfipsdna interakcim se specifickymi prvky, jako jsou fosfolipidy,
které jsou v membrané rakovinnych bun€k transmutovany. Transmutace v membranovych
fosfolipidech nadorovych bunék je dulezitym jevem souvisejicim s maligni transformaci,
tumorigenicitou, metastdzami a trombo6zou (Branco et al., 2016). Dal§im moznym divodem,
proc¢ jsou ucinkem Amblyominu X postiZzeny pouze nddorové buiikky miize byt i fakt, ze délici
se buriky jsou vice citlivé na inhibici proteazomu nez buniky klidové (Maria et al., 2013).

Preklinickému testovani Amblyominu X se vénovala brazilska skupina Maria et al.
(2019). Jejich cilem bylo stanoveni jeho bezpe¢nostniho profilu pomoci testii akutni
a subakutni toxicity u zdravych mysi. Po oSetfeni timto proteinem bylo hodnoceno obecné
chovani testovanych mysi, kolisani télesné hmotnosti, pfijem vody a potravy, mortalita a také
biochemické, hematologické a histopatologické parametry. Béhem 1écby nebyla pozorovana
zadna timrtnost a obecné byl pozorovan nizky profil toxicity, jelikoz vétSina toxickych ucinki
(snizeni prirastku télesné hmotnosti, pokles poctu krevnich desticek v krvi, histologické
zmény jater) byla reverzibilnich a pozorovatelnych jen pii vySSich davkach. V zavéru této
studie byla stanovena maximalni tolerovatelna davka (MTD) a tirovenl bez pozorovatelnych
nepiiznivych ucinkt (NOAEL). Pfi téchto davkach nebyly pozorovany zadné dulezité
histopatologické zmény a byl stanoven bezpecnostni profil pro 1écbu timto novym
protinadorovym lécivem.

Vzhledem k uspokojivym vysledkiim preklinickych zkousek Amblyominu X zahajila
brazilska farmaceutickd spole¢nost Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A v roce 2017
prvni fazi klinického testovani. Tato faze byla zaméfena na 1écbu pacientl s pokrocilymi
solidnimi tumory. Klinické zkouSky byly bohuzel hned v prvni fazi pozastaveny kvuli

nezadoucim ucinkiim a hematologické toxicité. Podle nejnovéjsich informaci bylo ovsem
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klinické testovani opét zahdjeno v tnoru 2021 a prfedpoklddanym datem dokonceni prvni faze
je kvéten 20223,

Vyuziti molekul klistécich slin k 1é¢bé lidskych onemocnéni neni vibec jednoduché.
Farmakokinetika a farmakodynamika kliStécich proteini miize vyrazné¢ omezit jejich
terapeuticky potencial a podobné jako jiné velké molekuly exogenniho piivodu jsou klistéci
proteiny siln¢ imunogenni (Chmelai et al., 2019). To lze ptfekonat pomoci nékolika
modifikaci, jako je napt. PEGylace (pfipojeni polymeri polyethylenglykolu), ktera by méla
kromé snizeni imunogenicity zaroven také snizit rozpustnost (Veronese and Mero, 2008).
Dal$i moznosti je tzv. humanizace proteind. Tento pfistup byl s velkym tuspéchem pouzit
u monoklonalnich protilatek designovanych pifedev§im pro lé¢bu rakoviny, kdy doslo
k pfeneseni hypervariabilnich ¢asti mySich protilatek na strukturni zaklad lidskych protilatek
(De Groot and Scott, 2007). Podobny ptistup by mohl byt pouzit i pro klistéci serpiny, kde by
reaktivni sttedova smycka (RCL), kterd je zodpovédna za serpinovou specifitu, byla klistéciho
puvodu a konzervovana serpinova kostra by byla lidského pivodu. Dosud ovSem neexistuji
zadné experimentalni dikazy, kde by byl tento postup uspésny. Soucasné chapani interakci
mezi kliStécimi slinami a imunitnim systémem hostitele je stale neuplné a imunitni tolerance
neni jedinou pirekazkou pfi preméné klistécich proteint na léky (Chmelaf et al., 2019).

Kromé imunogenicity je u malych proteinli a peptidii obsazenych ve slinadch klistat
dal$im problémem jejich kratky polocas v té€lnim ob¢hu (Chmelaf et al., 2019). Tento problém
1ze fesit fuzi studovaného proteinu s Fc fragmentem lidského IgG (De Groot and Scott, 2007).
Takova fuze byla provedena s kliStécim proteinem Evasinem-4, avSak bez Gispéchu (Bonvin
et al., 2016). Relativné novd metoda podobna PEGylaci je PASylace (proteinova konjugace
s polymerni sekvenci Pro, Ala, Ser), kterd mtze prodlouzit polocas proteinu v obéhu o n¢kolik
dni (Schlapschy et al., 2013). Existuji zptsoby, jak upravit slinné proteiny klist'at za ucelem
zlepSeni jejich farmakokinetiky a farmakodynamiky, z nichz nékteré byly jiz GspéSné€ pouZity.
Ptikladem je PASylace klistéciho lipokalinu OmCI (Coversinu), ktera inhibuje jeho degradaci
v plazm¢ (Kuhn et al., 2016).

Dalsi komplikaci ve vyvoji 1é¢iv zalozenych na klistécich molekulach je identifikace
zpusobu pusobeni jednotlivych molekul v komplexni smési slin, kde se v kontextu krmeni
klistat predpokladd synergicky ucinek. Pro terapeuticky pfinos je tedy nutnd identifikace
interagujicich partnerd. V neposledni fad€ jsou velmi dilezité vysoké naklady pro vyvoj
novych 1éc¢iv zalozenych na kliStécich slinach, takze schvalovaci procesy nejsou pfilis

atraktivni (Murfin and Fikrig, 2017).
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Tab. I: Shrnuti molekul kli§técich slin s protinadorovymi ucinky.

Biomolekula Kliste Protinadorovy ucinek Literatura
Antikoagulacni vlastnosti
Inhibice rastu tumoru Carneiro-Lobo et al., 2009,
Redukce vaskularizace tumoru | 2012; de Oliveira et al., 2012;
Ixolaris L scapularis ) .
Antimetastatické ucinky Francischetti et al., 2002;
Inhibice angiogeneze Monteiro et al., 2005, 2008
Inhibice PAR?2 signalizace
Akagi et al., 2012; Batista et
Antikoagulacni vlastnosti al., 2010; Branco et al., 2016;
Inhibice rastu tumoru Chudzinski-Tavassi et al.,
Antimetastatické ucinky 2010, 2016; de Souza et al.,
A. cajennense (A. Indukce apoptozy 2016; Drewes et al., 2012,
Amblyomin X . ) ) )
sculptum) Inhibice autofagie 2015; Lichtenstein et al.,
Inhibice angiogeneze 2020; Maria et al., 2013;
Inhibice proliferace a migrace | Morais et al., 2016; Pacheco et
Inhibice uPAR signalizace al., 2016; Schmidt et al., 2020;
Ventura et al., 2013
R. Inhibice proliferace a migrace | Wang et al., 2015; Wei et al.,
RHcyst-1 o
haemaphysaloides Redukce velikosti tumoru 2018
Inhibice angiogeneze
Haemangin H. longicornis Islam et al., 2009
Indukce apoptozy
Anisuzzaman et al., 2010,
Longistatin H. longicornis Blokovani signalizace RAGE
2014, 2015
] ) Fukumoto et al., 2006; You et
HLTnl H. longicornis Inhibice angiogeneze
al., 2001
A. americanum
Ferreira et al., 2002; Jaworski
D. variabilis . )
Calreticulin Inhibice angiogeneze et al., 1995; Valenzuela et al.,

B.microplus

1. scapularis

2002
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9

ZAVER

Klistéci sliny jsou vyznamnym zdrojem biologicky aktivnich latek se slibnym
terapeutickym potencidlem pro 1é€bu nékterych lidskych onemocnéni véetné rakoviny.
Sliny nékterych klistat prokazatelné vykazuji protinadorové ucinky a nékolik konkrétnich
molekul zodpovédnych za tuto aktivitu bylo jiz identifikovéano.

Mezi takové molekuly se fadi Ixolaris, Amblyomin X, RHcyst-1, Haemangin, Longistatin,
HLTnl a Calreticulin.

Proteiny Ixolaris a Amblyomin X byly jiz testovany v preklinickych zkouskach, pficemz
Amblyomin X je v soucasné dob¢ v prvni fazi testovani na lidech.

Vyvoj terapeutickych prostfedkli zalozenych na klistécich slinach je komplikovany

a moznymi prekazkami jsou vysoké naklady nebo silnd imunogenicita kliStécich proteint.
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10 SEZNAM INTERNETOVYCH ZDROJU

Uhttps://www.profil.com/knowledge-center/trial-stages
2 https://www.nia.nih.gov/health/what-are-clinical-trials-and-studies

3 https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT03120130
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