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1. Uvod

1.11xodes ricinugklist obecné)

Ixodes ricinugklist¢ obecné) je obligatni krevsajici ektoparazitiPdd fadulxodida,
celedi Ixodidae Vyskytuje se v mirném pasu severni polokoule,cpt® Evrog, v Asii
a mizeme ho nalézt i vékterych oblastech severni Afriky. Preferuje vihkétbpy jako
jsou viIrEi louky a pastviny, listnaté nebo smiSené lesyhatyon podrostem (Nuttal et al.,
2000).

Klist¢ obecné pdt mezi trojhostitelska kltata a Bhem svého zivotniho cyklu projde
¢tyimi vyvojovymi stadii: vajéko, Sestinoha larva, osminoha nymfa a dsp Kazdé
stadium saje pouze jednou a vzZdy na jiném hostiketokoZzce je klig ukotveno pomoci
astniho Ustroji s hypostomem, prétsi upevini dochazi k vyltovani cementu kolem
hypostomu. Tato bilkovinnA hmota obsahuje kfojnych latek také proteiny podobné
kolagenu a keratinu, coz jsou hlavni slozky pokoakyatlova (Nuttall et al., 2000). Celé
sani je charakterizovantemi fazemi. Prvni faze jerfipravna, ukotvovaci a trvaiplizné 24
hodin. Nasleduje faze pomalého sani, kdy &l&ina sat krev. V posledni fazi, ktera
nastava 24-36 hodirred Uplnym nasatim, kli&prijima velké mnozstvi krve a Ztsuje swj
objem (Tsuda et al., 2001), zardivee stida faze sani a produkce slin (Nuttall et al., 2000
Kazdé stadium pétbuje ke svému vyvoji ifblizné jeden rok. Larvy saji na ptacich
a drobnych savcich, nymfy naredire velkych hlodavcich a dosjec prevazie na velkych
savcich. Po kazdém sani nasleduje sviékanfeaxpa v dalSi stadium (vifpadt larev
a nymf), oplodina samice po nasati naklade &kgi a hyne (Volf, Horak a kol., 2007).

Ixodes ricinusprenasi pedevsim dva vyznamné patogeny neb&aepro cloveka.
Jedna se o bakteBiorelia burgdorferisensu lato, jopvodce Lymské choroby a virus kits/é
encefalitidy (TBE virus - Tick Borne Encephalitisrus) (Nuttall, 1999). Misto jiséati je
vyznammé ovliviovano farmakologicky aktivnimi latkami obsazenyna slinach kligat,

¢imz je usnadén prenos a feziti patogena (Nuttall, Labuda, 2004).



1.2 Odpo¥d hostitele na sani kl&e

Kazdy hostitel se snazi zabranit ztratam krve lzetdokoagulaci a zuzenim cév neboli
vasokonstrikci. Proti sani kl&e se dale brani imunitnimi a zdlivymi reakcemi. Odpo&d’
na sani kligte na imunnim hostiteli charakterizujeme jako kodazofilni hypersenzitivni
reakci, kterd zabraje sani a zamezuje svlékani. Kdishyne vyhladotnim a vyschnutim.
Primarni odpo¥d’ naivniho hostitele je zétliva reakce, ktera vSak neni dostakerychla,
aby postihla sajici kli§ta zabranila dokafeni sani (Singh, Girschick, 2003).

Antigeny obsazené v kli&tich slinAch a v cementu jsotitomné v Kizi nékolik dni
a jsou rozpoznavany Langerhansovyminkkami, coz jsou dendritické Blky piitomné
v pokozce. Naslednmigruji do drénujicich lymfatickych uzlin, kde dyantigeny prezentu;ji
T-lymfocytam. Cytokiny produkované Thl subpopulaci T-lymfdgytiL-2 a INFy,
spoustji zarstlivou a protilatkovou odpayd” (Singh & Girschick, 2003). #ievladajicim
burgcnym typem, ktery infiltruje misto kousnuti k&, jsou bazofily (Askenase, 1977).
NejvyznamijSi adaptivni imunitni reakce proti K&im je kozni bazofilni
hypersenzitivita, forma DTH reakce (Brown & Aske@a$983). Objevuje se také odgdv
homocytotropnich protilatek. Vytv@né protilatky, hlavé IgE, jsou schopné vazat se na Fc
receptor na bazofilech a Zirnych riach. Po interakci s antigeny slin spusti jejich
degranulaci a uvolmi nékolika biologicky aktivnich latek (Matsuda et a990). ZvIastni
vyznam maji hlavé histamin a serotonin (Matsuda et al., 1985). Hsta zpisobuje
roztaZzeni cév a je hlavnim mediatorem é&dan Dojde k otoku a zarudnuti v missani
klistéte. Histamin také omezuje sani a patle sliréni kliStte. ZvySuje hladinu cytokinu
TNFa, ktery potl&uje infekci Borrelia burgdorferi a aktivuje NK biiky. Degranulace
muze byt také spudha navazanim anafylatoxinkteré vznikaji pi aktivaci komplementu
alternativni cestou (Nuttal & Labuda, 2004).

1.3 Sliny kliStte

Klistata musi obrannym reakcim hostitele odolavat. Pseto nich vyvinulo mnoho
mechanism, které inaktivuji molekuly a hiky imunitniho systému hostitele a brzdi rozvoj
téchto obrannych reakci. To segj@ diky obrovskému mnoZstvi bioaktivnich latek
obsaZenych ve slindch a také cementu, ktery ndspuize k ukotveni kliste v hostiteli.

Tyto latky jsou uvatovany Ehem sani (Mathias et al., 2011).



Jedna se dadu proteif, glykoprotein, lipoproteimi nebo lipidi, které funguji jako
inhibitory koagulace, vasodilatai latky (Singh, Girschick, 2003; Mathias et alQ12)

a imunosupresivni latky (Mathias et al., 2011).

1.3.1 Inhibice koagulace a vasokonstrikce

Hostitel se frozere brani ztratdm krve. Tato obrana zahrnuje stazemni c
(vasokonstrici),cimz dojde ke snizeni fioku krve, adhezi a agregaci trombdcy dalSi
koagul&ni procesy (Singh & Girchick, 2003). Molekuly obsa& ve slinach inhibuji
koagulaci, potléuji agregaci krevnich de&ék ¢i stimuluji fibrinolyzu.

Koagulace je koordinovana proteolytickymi enzymgijichZz funkce je regulovana
serpiny (inhibitory serinovych proteinaz). Jsounmlekuly, které maji velmi podobnou
strukturu, ale mnoho rozdilnych funkci (Mulengaaét 2001). Mezi serinové proteinazy
pati nagiklad katepsin G (indukuje agregaci krevnich de&) a chyméza. Nedavna studie
prokazala, Ze protein obsazeny ve slinach &#sixodes ricinus pojmenovany serpin-2
(IRS-2), inhibuje funkci ¢&chto dvou molekul. To ma za néasledek pwfd agregace
trombocyfi a sniZzeni aktivity trombinu (Chmeélat al., 2011). Serpiny jsou obsazeny i ve
slinach jinych druf klitat. DalSim serpinem z kli&e Ixodes ricinusu kterého byl popsan
vliv na koagulaci a fibrinolyzu je Irisl.( ricinus imunosupresor) (Prevot et al., 2009).
Analyzovany byly také ndjklad u klisSéte Amblyoma americanur(Chalaire et al., 2010)
nebolxodes scapularigMulenga et al., 2009). Jinou molekulou objevenol scapularis
u které byla prokazana antikoagtia aktivita je protein P23, ktery vyragnzpomaluje
tvorbu trombinu (Schuijt et al., 2011). U drul@rnithodoros savygnybyla ve slinach
prokazana fitomnost atikoagulantinhibujicich funkci koagukaniho faktoru Xa a trombinu
(Gaspar et al., 1995). DalSimildzitymy latkami jsou prostaglandiny, které bratdzeni
cév a naopak cévy roztahugimz zvySuji gitok krve. Prostaglandin E2 (P@He navic
inhibitorem agregace krevnich deésk (Guo, Booth et al., 2009). Jiny inhibitor agrega
trombocyfi, pojmenovany disagregin, byl izolovan ze slinnythz kliSéte Ornithodoros
moubata(Karczewski et al., 1994).

1.3.2 Suprese imunitni odpo&di hostitele

Slozky slinného sekretu ktiste mohou ovlisiovat jednotlivé funkce a liky
imunitniho systému hostitele: mohou poteat aktivaci komplementu, fagocytozu,
proliferaci T lymfocyfi, aktivitu NK burgk, funkci dendritickych buk, produkci cytokiri
a podobg (Mathias et al., 2011).



Velice dilezitou molekulou fitomnou ve slinach kli&t druhulxodes scapularisa
Ixodes ricinusje Salp15. Jedna se o imunosupresivni latku #alica aktivaci CD4 T
lymfocyta (Juncadela et al., 2007). Specificky se vaze nd Kieceptor sasich T burgk.
Po tomto navazani potiaje funkci T bugcného receptoru (TCR). Je zodgdny také za
omezeni produkce IL2¢hem imunitni odpoddi (Garg et al., 2006; Juncadella et al., 2007).
Bylo také prokdzano, Ze Salpl5 zatuje produkci zagtlivych cytokini lidskymi
dendritickymi butkami navazanim se na lektinovy receptor DC-SIGNina ovliviiuje
adaptivni imunitni odpay’ c¢lovéka (Hovius et al.,, 2008). DalSimi prokazanymi T
burg¢nymi inhibitory jsou nap p36 nebo Iris (Titus et al., 2005) a také IL-2zajéci
protein, jehoZz Htomnost byla prokdzana ve slindslodes scapularisSchopnost vazat IL-2
je jednoduchy mechanismus suprese proliferace igitgkT bunek, které jsou zavislé na
stimulaci IL-2 (Gillespie et al., 2001).

DalSi vyznamnou imunosupresivni molekulou obsaZzer®slinnych Zlazach kifat
rodu Ixodes je jiz vySe zmigny inhibitor serinovych proteindz Iris. Kramvlivu na
hemokoagulaci {sobi také na tzné buiky imunitniho systému § T-lymfocyty,
makrofagy) a to fedevsSim tak, Ze inhibuje produkaikterych cytokirii. Jedna se néjklad
o INF+y produkovany Thl subpopulaci lymfoaytlL-6 a IL-8 produkované makrofagy
(Leboulle et al., 2002). Bylo také prokazéano, Ze/&ke na makrofagy a potlge produkci
TNF-o t¢émito buikami (Prevot et al., 2002). DalSim z rodiny setipgiimunosupresivnimi
Ucinky je také vySe zmimy IRS-2, ktery potléuje zartlivou reakci tim, Ze blokujeffiv
neutrofili do tkarg (Chmela et al., 2010).

Dulezitymi buikami v imuni€ hostitele jsou polymorfonuklearni leukocyty neboli
neutrofily. Jako prvni migruji do mista sani, jhjidunkci je p@edevsim fagocytdza
a eliminace spirochdBorrelie burgdorferia produkce superoxid(O,). Sliny kli¥at rodu
Ixodes snizuji expresi integriin povrchovych bugnych receptar zodpowdnych za
migraci a adhezi buk k podkladu. Tim tedy inhibuji adhezi neutrbfi snizuji jejich
schopnost &inn¢ zabijet spirochety (Montgomery et al., 2004). ierg/ch Zlazach kliste
Ixodes scapularibyly identifikovany dva proteiny (ISL 929, ISL 13){Xteré vyznam&
redukuji expresp2 integrinu (CD18) a potéaji produkci Q (Guo et al., 2009).

Proteiny narusujici funkci komplementového systérastitele byly charakterizovany
u mnoha drut klistat. U kliS&te Ornithodoros moubatg to protein pojmenovany OmClI,
ktery inhibuje aktivaci C5 slozky komplementu (Sighwet al., 2011). Sliny kligte
I. scapularisobsahuji antikomplementové molekuly nazvané Is&akp 20. OB blokuji

aktivaci komplementu alternativni cestou, patfa stabilizaci a funkci C3-konvertazy
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(Tyson et al.,, 2007; Valenzuela et al.,, 2000). Dalénny protein popsany uxodes
scapularisje P8, pozdi pojmenovany TSLPI (Tick Salivary Lectin Pathwdwhibitor).
Z nazvu vyplyva, Ze je inhibitorem lektinové cesfstivace komplementu, vidledku toho
dochéazi ke zhorSeni fagocytozy patogerutrofily (Schuijt et al., 2011). Komplement je
pro hostitele dlezity predevsim k eradikad@orrelie burgdorferi Diky ttmto molekulam se
Sance na ienos patogena zvySuje. Navic maji boretia svém v&Sim povrchu
lipoproteinové molekuly, které je chranfep lytickymi &inky komplementu (Hellwage
et al., 2000).

U slin Kklis€te Rhipicephalus sanguinebyl prokazan vliv na diferenciaci, migraci
a maturaci dendritickych bk a ndslednou produkci cytokiiémito buikami. Zodpo¥dné
jsou za to nejspiSe dwneproteinové molekuly. Jednou z nich je purinouiglaosid adenosin
(Ado), ktery inhibuje produkci z&tlivych cytokini (IL-12 a TNFe) a naopak stimuluje
tvorbu protizastlivych cytokini (IL-10). Stejny efekt a i druh& identifikovana latka,
prostaglandin E2 (PGIE ktery navic potléoval diferenciaci dendritickych bgk
Z burg¢nych prekurzar v krvi (Oliveira et al., 2011).

VSeobechn slozky slinného sekretu zamezuji zrani a migraeidditickych busk do
mista zawtu, jejich prezentaci antigenu T lymfoéyd a podporuji rozvoj Th2 imunitni
odpowdi. Tyto tinky mohou pedstavovat hlavni mechanismus Unikutidt§xred imunitni
odpowdi hostitele (Skallova et al., 2008).

1.3.3 Slinami aktivovany Fenos

Klicovym jevem usggného penosu patogenna hostitele je tzv. slinami aktivovany
pienos (SAT - Saliva Activated Transmission). Je thopnost patogén zneuZivat
farmakologické vlastnosti kli&ich slin. Tento jev byl identifikovan nejenom ti&kat, ale
i u jinych patoget a jejich hmyzich fenaseén, nag. Leishmaniaa prenasé Phlebotomus.
Poprvé byl popsan u Thogoto viru, kteigpasiRiphicephalus appendiculatuBokusy byly
provadny na moéatech a staly se prvniniipmym dikazem toho, Ze extrakt ze slinnych Zlaz
(SGE) klistte mize pispivat k genosu tohoto viru. Vifirodk se na hostiteli Zivi jak
infikovanda, tak neinfikovana kifata a infekce serenasi na dalSi kli§tpraw pri sani na
infikovaném hostiteli (Jones et al., 1989; Nu&dlabuda, 2004).

SAT faktory jsou pitomny pouze ve slinachekolik dni sajiciho kligtte. LiSi se podle
druhu FenasSeée, patogena i hostitele a prépodob® to nejsou antikoaguiai,
protizarétlivé ani antikomplementové faktory slin (Nuttall&buda, 2004).



VySe zmigny protein Salpl5 je ffkladem SAT faktoru. Vaze se na povrchovy
receptor Osp@orrelie burgdorferi Tato interakce usnaédje prenos infekce z vektora na
hostitele, chrani bakteriifed &inky protilatek a komplementu. Na mySim modelu bylo
prokazano, Ze imunizace timto slinnym proteinemaxgt chrani mysi ped infekci
a zvySuje protektivni dinky protilatek proti antigeirm borrelii, nap. proteirim OspA nebo
OspC (Dai et al., 2009).

1.4 Vakciny proti kligatim

Prvni vakcina proti ektoparam byla vytvdena v Australii, nasledntaké na Kub,
proti kliS&ti Rhiphicephalus (Boophilus) microplushowziho dobytka. Na trh byla uvedena
vroce 1994 pod nazvem ,TickGARD" a ,TickGARD" plustredoamerickd verze pod
nazvem ,Gavac"). Vakcina je zaloZena na skryténgantt Bm86 ze #tvni stny kliStte
Riphicephalus (Boophilus) microplu@Villadsen et al., 1995; Willadsen, 1997). Dodnes |
jedinou dostupnou vakcinou proti Kigim.

Vakcinace niZze byt namiena proti slozkam slin, které napomaha@rosu patogena
zvySuji nakaZzlivost. Také proti antigen ze steva nebo jinych &nich tkani vektora
(Nuttall et al., 2006).

1.4.1 Exponované antigeny

Exponované antigeny jsou molekuly, které jsaitgmny ve slinném sekretu nebo
v cementu klidte bthem sani, syntetizované ve slinnych Zlazaclasto se jedna
o antihemostatické nebo imunosupresivni latky. ¥aaoh se v Kizi hostitele, kde jsou
vychytavany dendritickymi Langerhansovymi nkami, které je prezentuji imunitnimu
systému. Je proti nim tedy naema imunitni odposd’ (Nuttal et al., 2006). Vyvolavaji
imunitu, ktera dokaze zabranit sani K6t a genosu patogeén Ziskana imunita je
zvySovana opakovanym sanim KHE (Mulenga et al., 1999). Konkrétni funkgichto
molekul je bohuZzel slozité zjistit kli neprebernému mnozstviédhto latek a malému

mnozstvi slin z kligte (Jaworski et al., 1995).

1.4.2 Skryté antigeny
Skryté antigeny jsou schovang&ed imunitnimi mechanismy hostitelg@li nestimuluji
imunitni odpoed” hostitele pi sani kliStéte. Ziskavaji se zZiznych glnich tkani klistte,

negastji ze stevni sény, dale pak z vajkového Zloutku nebo z tuku satak. Mély by byt
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spojeny s dkterymi dilezitymi fyziologickymi funkcemi kligat (Nuttall et al., 2006).
protoZze nedochazi k sekreci travicich enéywho lumen seva, coz usnagalje vyvoj
patogeri ve stew Kklistéte. Stevo je tedy dlezitym mistem pro vyvoj aipZivani patogen

a tvai hlavni bariéru mezi klistem a hostitelskymi obrannymi mechanismy (Agyei
et Runham, 1995; Willadsen et Kemp, 1988).

Tyto antigeny vyvolavaji imunitu, ktera sniZuje ephost pezivani a rozmnoZzovani,
ale nema vliv na zamezeni sani fditS(Mulenga et al., 1999). Krev hostitele imunizo&iao
témito antigeny s sebou nese protilatky, komplemebitrgky imunitniho systému. Pokud
parazit nasaje tuto krev, dojde k reakci protilateknitnim antigenem, coz vede
k poskozeni kliste. Nektera kli¥ata hynou a ta kteraqwiji maji snizenou schopnost sani
a reprodukce (McKenna et al., 2007, Willadsen et1893). Nevyhodou takovéto imunizace
je, Ze nedochézi ke stimulaci imunitni odgdivna tyto antigeny a neni vyvolana imunitni
panmet. ZaleZzi gpedevSim na mnoZstvi vytienych protildtek a imunizace musi bgsto
opakovana (Nuttall et al., 2006).

1.4.3 Dualni vakciny (dual action vakciny)

DalSi strategii jsou dualni vakciny. Jedna se atifikaci takovych antigein, které cili
jak sekretované, tak skryté antigenni epitopy. manzena, Ze antigen pouZzitelny pro tuto
vakcinu by ndl byt piitomny jak ve slinném sekretu, tak ve fyziologiciflezité tkani
klistéte (Nuttall et al., 2006, Labuda et al., 2006). dwk antigeny by stimulovaly
specifickou protektivni imunitni odpé&’ hostitele a udrzovaly by vysoky stupamunity,
coz by eliminovalo pdebu opakované vakcinace. Zartvéy dochazelo k produkci

protilatek, které by reagovaly se skrytynfiestnimi antigeny (Trimnell et al. 2002).

1.4.4 Fenos blokujici vakciny (trans-block vakciny)

Vakcinace molekulou, kterou patogen vyZadujednpsu, je dalSi strategii pro vyvoj
vakciny proti kligaty prenaSenym mikrabm (Dai et al., 2009) Jedna se tzv. trans-block
vakcinu. Takova vakcina byda blokovat penos patogena z vektora na hostitele. Jak jiz
bylo zmirgno, ve slinach kli%&t jsou obsazeny faktory napomahajitdrmsu, SAT faktory.

Tyto vakciny by byly zaloZeny nadhto molekulach (Nuttall et al., 2006).



1.5 Cystatiny

Cystatiny funguji jako inhibitory cysteinovych pediz. Cysteinové protézy jsou
proteolytické enzymy (p katepsiny, kaspazy, papain) obsahujici v aktivnéentru
aminokyseliny cystein a histidin. JsotleZité v metabolismu a degradaci prote{Kotyza,
Kiepela, 2002).

Cystatiny maji ve své strukiel ~115 aminokyselin obsahujicichyii cysteinové
zbytky, které tvéi dva disulfidické nistky. Diky této cystatinové dom&maji schopnost
inhibovat proteazy (Brown, Dziegielewska, 1997)¢liDse do & rodin na zaklad

aminokyselinovych sekvenci (a dlegoo cystatinovych domén):
1. stefiny intracelularni, jedna doména bez disulfidickycistht (pi. stefin B)

2. cystatiny sekretované, inich tekutinach, jedna doména séoha disulfidickymi

mustky (. cystatin C)

3. kininogeny sekretované, v krevni plagmtii cysteinové domény s disulfidickymi
mustky (. potkani kininogen T) (Barrett et al., 1986; Vetyal., 2002).

K cystatimim nekdy radime i¢tvrtou skupinu- lidskdetuiny, které ale nemaji inhitni
schopnosti (Brown, Dziegielewska, 1997).

1.5.1 Cystatiny v organismech

Cystatin byl poprvé izolovan z bilku slépio vajcka (Barrett et al., 1986). Byl
dukladre prozkouman a slouzi jako modelova molekula cysiaiCystatiny jsou fitomné
u obratlové, bezobratlych, rostlin i protozoi a jsou zahrnuwtynnoha biologickych
procesech (Turk, Bode et al., 1991).

Cystatiny obsazené v rostlinach byly debcharakterizovany népu ryze nebo
kukurice. Podileji se na metabolismu proteinovych mdldkinem kigeni a zrani rostlin.
Ucastni se obrannych prodgsroti herbivornimu hmyzu a patogen (Pernas et al., 1997).

NejvyznamijSim lidskym cystatinem je cystatin C, jitomny i u potkad a mysi. Je
sekretovan mononuklearnimi fagocyty neboli makrgfagastni se fagocytozy (Vray et al.,
2002). Je dlezitym inhibitorem katepsin (B, H, L a S). Koncentrace cystatinu C
v extracelularni tekutth ma klinicky vyznam, najklad k odhadu glomerularni filtrace

ledvin (Brguljan, Cimerman, 2007).



Cystatiny izolované z parazitickych nematod, zijfict travicim traktu nebo vititich
tkanich hostitele, vykazuji imunomodata aktivitu. Potl&uji proliferaci T-lymfocyfi
a inhibuji zastlivou reakci. Podporuji produkci TNf IL-10 a také oxidu dusnatého (NO)
aktivovanymi makrofagy, ktery navic také&gwmbi jako inhibitor cysteinovych proteaz.
Cystatiny maji vliv i na prezentaci antigenu detickimi bunkami (Vray et al., 2002).
Cystatiny mohou byt vhodnymi kandidaty na vymoi vakciny proti nemocem, které jsou
zpiasobovanydmito nebezpénymi parazity. Pokusy byly provedeny iap rekombinantnim
cystatinem ze #tva hlistice Haemonchus contortusale vysledky neukéazali vyraznou
ochranu ped timto parazitem (Newlands et al., 2001). Vakingokusy byly provedeny
také s cystatinem z filariLitomosoides sigmodonti®Nebyl pozorovan vliv na mortalitu
dosglych filarii, ale u vakcinovanych ztdt dochazelo ke snizeni mnozstvi mikrofilarii
v krvi az 0 50 % (Pfaff et al., 2002).

1.5.2 Cystatiny v kli¥atech

Geny kodujici inhibitory cysteinovych proteaz bylglezeny u &olika druhi klistat.
Cystatiny jsou fitomné pedevsSim ve slinnych Zlazach, ale také wewsti séné klistat,
hemocytech a dalSichlnich tkanich. Jedn& ségulevsim o inhibitory papainu a katepsinu L,
COZ je vyznamna travici cysteinova proteaza t&tiS Zkoumany jsou hlavn jejich
imunomodulé&ni vlastnosti (Zhou et al., 2006).

Prvnim popsanym cystatinem u K& byl cystatin z kli$te Amblyomma americanym
je to molekula gitomna jak ve slinnych Zlazach, tak veest, coz s¥d¢i o niznych
funkcich tohoto cystatinu. Bylo prokazano, Ze jepidtomnost ve slinach ovliwje
Zzpracovani a prezentaci antigenuikami imunitniho systému hostitele (Karim et al.02)

Prikladem cystatinu iitomného pouze ve istvni séné a hemocytech je Hicyst-2
a Hicyst-1 z kligtte Haemaphysalis longicorni&/e slinnych Zlazach naopakifwmny neni,

a proto nema vliv na sani krve a neotlije imunitni odpovd’ hostitele. Podili se na
metabolismu protein z pijaté krve (Zhou et al., 2006). DalSim cystatinenolovanym
z tohoto kliskte je HLSC-1. Ten jeffiomny ve slinach a hrajaitkzitou roli @i sani klistte
(Yamaji et al., 2009).

Z Klistete Ornithodoros moubatayly izolovany dva cystatiny- OmC 1 a OmC 2.
Zatimco OmCL1 je fitomny hlavig ve stew klistéte, OmC2 byl nalezen i v jinych tkanich,
mimo jiné je také sekretovany slinnymi zZlazami ti& (Grunclova et al., 2006). OmC2 ma
supresivni Ginky na imunitu hostitele. Potlaje produkci zagtlivych cytokind (TNF-o
a IL-12) a proliferaci CD4T-lymfocyti (Saléat el al., 2010).
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Jednim z cystatinhidentifikovanym ve slindch kli&te Ixodes scapularige Sialostatin
L. Potlatuje proliferaci cytotoxickych T-lymfocyita byly také prokazany jeho protizdlivé
acinky (Kotsyfakis et al., 2006). Sialostatin L2, siabodobny cystatin tohoto klé&e, také
vykazuje imunomodulmi &inky. Oba tyto cystatiny inhibuji katepsin L a Sjckhvé
enzymy v imuni obratlovd@ (Kotsyfakis et al., 2008). Sialostatin L2 je drahypopsanym
SAT faktorem pro borelie (Kotsyfakis et al., 2010).

1.5.3 Cystatin kliSéte Ixodes ricinus

Cystatin z klitte Ixodes ricinusje protein o molekulové hmotnosti 15,9 kDa. Je
schopen inhibovat funkci papainu. Pojmenovany jstatin 3. K produkci mRNA pro
cystatin dochazi ve i@w i slinnych zlazach, dale pak v malpighiho trubigitrachejich
a vaje&nicich klistte Ixodesricinus. Transkrigni aktivita ve stewe zatina uz prvni den sani,
ve slinnych Zlazach az posledni den saribligne c¢tvrty den u nymf a sedmy den
u dosglcu) (Perner, 2008).

Jeho vakcinénim potencialem se bude zabyvat tato prace.
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2. Cile prace

1. Produkce rekombinantniho cystatinu z kt&Stixodes ricinusv bakulovirovém

expresnim systému.

2. Testovani vakciraiho potencialu fipraveného cystatinu pomoci imuninéch
pokusi v modelovém systému: laboratorni mys - Kli¥bdes ricinus

11



3. Material a metody

3.1 Laboratorni zvata

3.1.1 Mysi
V pokusech byly pouzity samice inbrednich mysi kn@8H/HeN (AnLab s.r.0.) ve
st&i 8 tydni. Mysi byly chovany ve z¥inci Parazitologického Gstavu AUR v Ceskych

Budgjovicich za standardnich podminek.

3.1.2 Kli¥ata
Pro pokusy byly pouzity nymfy a daofpi kliStéte Ixodes ricinus z chovu

Parazitologického ustavu AUR v Ceskych Budjovicich.

3.2 Exprese a purifikace proteinu

3.2.1 Rekombinantni bakulovirus s genem pro cystati

Rekombinantni bakulovirus pouzity k produkci cyista Ixodes ricinugCIR) byl jiz
difve pipraven na odgéléni Imunologie parazitéz Parazitologického uUstavu ANR.
Amplifikované useky CIR (cystatitxodesricinus) cDNA (GenBank®AJ547803.1) byly
zaklonovany do vektora pBacPAKO.

Primery byly navrZzeny tak, aby zahrnovaly sign&ekvenci pro export z kiy
a doslo k pdani oligohistidinového konce (-Gly-His dulezitého @i naslednémisteni
proteinu. Pro zaklonovani do vektoru byla pouzéstnikini mista Notl a BamHI. Konstrukt
byl amplifikovdn v XL1-Blue cells (Stratagene). Badvirus obsahujici gen pro CIR byl
piipraven homologni rekombinaci mefiasiBAC a vektorem DNA podle instrukci
v ndvodu (Saléat et al., 2010).
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Sekvence cystainuxodes ricinus

GAATTATTTATTCGCTGTTCTTCCAATAAAAGATAAATCAGAGATCCCAAT TGGT
TCGATTCAGACGGCAGCCTATGAGACCTCTAGGAGTTGTTGACAGGTTCGOGC
AGCTGTAGTACTTGATACTTTTTGTGTGCTCCCAGGGAATGTAGTTGACGAGGC
GGTGCAGATCTTGTGGGGAGCGTCCACCTTGGGGTGGCAGCGTGTTCTGGTA
CCAGTCCTTCCCGACCACGCAGGTGGATTCGGCTACCATCATCTTGAGCGITAG
TCGACACCCGCAACCACCTGAGACTCGACGCTCATTAGCTTGAGGAGCGTIEG
TAGTTGATCGCTCGACATCGGACAGAACCCGAGBGTGAGTATCGTGAAGGCAGC
GCTCCTTGTCCTCGGCGTCGTTTGTCTCTCGACGGCCTTT CCCGGGATCTG
GAGGAGGCACCACCCGGACGTGGACCCCCGCTACAAGGAGTGGGCCCACT
TCGCCATCTCTTCCCAAGTCGAGGGCAGGACCAACTACGACACGCTCCTCA
AGCTCATGAGCGTCGAGTCTCAGGTGGTTGCGGGTGTCGACTACAAGCTCA
AGATGATGGTAGCCGAATCCACCTGCGTGGTCGGGAAGGACTGGTACAGC
AGAACACGCTGCCACCCCAAGGTGGACGCTCCCCACATGATCTGCACCGCC
GTCGTCAACTACATTCCCTGGGAGCACACAAAAAGTATCAAGTACTACAGC
TGCGGCGAACCTGTCAACAACTCC TAGAGGTCTCAAAGGCTGCCGTCTGTTTC
GAACCTCGAACCAATTGGGATCTCTGATTTATATTTTACGGGAAGAACAGGGAA
TAAATAATTCAATAGGAAAAAAAAAAAAAAAAA

Signalni sekvence
Sekvence proteinu

Primery

forward-

5 - GGAGGATCCATGAGTATCGTGAAGGCA Y

reverse-

5- GGAGCGGCCGCCTAATGGTGATGGTGGTGATGTCCGGAGTTGTTGAGGTTC- 3

3.2.2 Riprava zasobniho viru pro exprese

Pro gipravu zasobniho viru byly pouzity ttky Sf9 v ffistove fazi. Ke 200 ml bk
v mediu Sf-900 Il SFM (Gibco) o koncentraci 240! byl pridan 1 ml roztoku zasobniho
viru. Nasledsg byly buiky inkubovany narepace (¥ 28 °C po dobu fiblizné péti dni. Poté
byla zkontrolovana probihajici infekce. Morfologiefikovanych burk byla odliSna,
v porovnani s bitkami neinfikovanymi byly z¥tSeny, jejich jadro bylo také #i8eno a byla
pozorovana &si granulace. Infikované bky se nechaly f@s noc usadit na dno nadoby
a poté byl sterilt odebran supernatant. Ke 100 ml supernatantu krid@my 4 ml fetalniho
bovinniho séra (PPA).
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3.2.3 Exprese a purifikace cystatinuxodes ricinus

Pro expresi byly pouzity také hmyziiky Sf9 v ffistové fazi gstované v médiu Sf-
900 Il SFM (Gibco) s obsahem ATB (1 % Penicilinreptiomycin (Gibco), 1 % Kanamycin
sulfate (Gibco)). Ke 400 ml bek Sf9 o koncentraci fiml bylo pidano 20 ml zasobniho
viru. Nasledd byly 76 hodin inkubovany ip 28 °C. DoSlo k replikaci viru v bikach
a produkci CIR. O¢t se stejnym zjsobem zminila morfologie infikovanych butk. Kultura
byla centrifugovanaip 2860 g/ 30 minut $ 20 °C. K peletu byla fidana 0,5 M kyselina
citrénova az do pH kolem 5,5 (optimalni pH pro fikaci proteini zna&enych histagem na
heparinové kolo¥). Takto byl roztok ponecharigs noc fi 4 °C z divodu srazeni soli.

Medium bylo ot centrifugovano 2860 g/30 minutif20 °C, gefiltrovano za pouziti
filtru Stericup® Filter 0,22 um (Millipore) a poté aplikovano napaeinovou kolonu HiTrap
™ Heparin (GE Healthcare). Doslo k zachyceni praotepomoci histagu na kolonu.
K uvolnéni proteinu z kolony bylo pouZzito 13 ml 2M roztokiaCl.

Roztok s proteinem byl smichan s vazebnym medie@® (hl 0,2 M fosfatového
pufru, 50 ml 3 M NaCl, 50 ml glycerolu, 300 mb®, pH 8) a aplikovan na kolonu s €o
casticemi TALON Superflow Metal Affinity Resin (Cléech).Z kolony byl protein uvolén
250 mM roztokem imidazolu.

Poslednim krokem purifikace CIR byla gelova filea¢chromatografie), separace
proteini podle velikosti molekuly. Vzorek prochazi kolonspolymernim gelem, molekuly
jsou na zaklagl své velikosti zadrZzovany v kolén prvni z kolony vychazeji nejtsi
proteiny. Kolona SuperdeX™ 75 (GE Healthcare) byla ekvilibrovana pufrem (151m
HEPES, 200 mM NacCl, pH 7,2).#&h purifikace byl monitorovan spektrofotometricki p

vinové délcey = 212 nm. Vybrané frakce byly analyzovany na potyEmidovém gelu.

3.2.4 SDS-PAGE (polyakrylamidova elektroforéza)

Slouzi k separaci protein na zaklad jejich elektroforetické pohyblivosti.
Elektroforéza probihala ve stejnasmém elektrickém poli (U = 200 V) v elektroforetérk
pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1 % SD3e 13 pl vzorku bylo iddno 5 pl
vzorkového pufru NuPAGE® (Invitrogen) a 2 pl redokho cinidla NuPAGE®
(Invitrogen). Poté byly vzorky denaturovany 10 npith 70 °C. Vzorky byly naneseny na
gradientovy polyakrylamidovy gel (5-17 %, Invitroe Jako marker byl pouzit SeeBfle
Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen). Poc¢tobti viastni elektroforézy byl gel barven
piiblizné hodinu v Coomasine Briliant Blue (Merck), poté Ipyes noc uloZzen nadpace
v odbarvovacim roztoku (10 % GEOOH, 25 % CHOH) a nasledhanalyzovan.
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3.2.5 Stanoveni koncentrace proteiit Metoda podle Bradfordové

Spektrofotometricka metoda slouZici ke stanovemnickotrace proteinu v roztoku
pomoci absorbance. Byla pouzita kalidméarada albuminu (o znamych koncentracich 50 -
1000 pg/ml). Do mikrotitréni desttky bylo naneseno vzdy po 5 ul vzorku kalibrarady
a vzorku proteinu, poté bylofidano 100 ul Bradfordova&inidla. Spektrofotometrem
Multiskan MCC 340 (Labsystems Oy) byla &mna absorbanceip/inové délcey = 595 nm

a z nandtenych hodnot byla odeena koncentracer@isténého proteinu.

3.3 Imuniz&ni pokusy

3.3.1 Fiprava vakciny a imunizace mysi

Oc¢kovaci latkou byl purifikovany cystatin z kiée Ixodes ricinus jako kontrola byl
k imunizaci pouzit ovalbumin. 20 pg proteinu bylmishano s 50 pl Freudova adjuvans
(1. davka- kompletni adjuvans s tuberkul6znimi bakmi, 2. a 3. davka nekompletni
adjuvans) do finalniho objemu 100 pl PBS. &Sryla nasledhpromichavana az do vzniku
bilé emulze.

MySim byla intraperitoneaén injikovana vakcina obsahujici CIR nebo ovalbumin.

Imunizace byla opakovana celkefikitat po 10-14 dennich intervalech.

3.3.2 Schéma vakcinénich pokusi

1. pokus z&kladni imuniza@ni pokus

K zakladnim vakcingnim pokusm bylo pouzito 10 samic mysi C3H/HeNiem
mySim byl injikovan CIR, iem mysSim sms obsahujici ovalbumin &tyii mysi byly
ponechany jako negativni kontrola. 14 dni po posl@dunizaci byla vSem mySim odebrana
krev z ocasu a bylofipraveno sérum.

Priblizn¢ 14 dni po aplikaci feti imuniz&ni davky byly na 9 mySi (n&tvrté
neimunizované mysi kifata neséala) nasazeny nymfy Kitgtixodes ricinus KliStata byla
umis€na do specialnich koinek pipevrenych na kibet mysi v potu 12 kligat na jednu
myS. Zde byla ponechana 72 hodin, kdy byl provedemi sk nasatych kligat. DalSi
skiry byly provedeny po 96 a 120 hodinach. Kdita byla nasledn spaitana (pdet
nasatych a peet neschopnych dokon sani) a zvazena. Poté bylailghzné mesic
ponechana ip standardnich podminkach a byl sledovartegpckli¥at, ktera se usgne
vyvinula do stadia dosjre.
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M¢ésic po prvnim sani byla mySim @podebrana krev z ocasu a naskeda nich
znovu séla kligata dle stejnéhdasového schématu. Po poslednirrsiklidat byla mySim
odebrana krev v narkdéze a naskedryly mysi usmrceny. Ze vSech odebranych krvi byla

piipravena séra a metodou ELISA byla tgigana pitomnost protilatek.

2. pokus vliv sani klig’at na obsah protilatek

V ramci dalSiho pokusu, kterydinza ukol zjistit, zda sani kifat na imunizovanych
mysSich ovliviuje obsah protilatek proti CIR v krvi, bylo pouziosamic mysi C3H/HeN.
VSechny tyto mySi byly imunizovany CIR podle stdjnécasového schématu jako
v zakladnim pokusu a také jim byla po posledni reda@ odebrana krev.

V tomto pokusu KkliGata sala pouze naeth ze Sesti mySi. Dalsfi tmySi mgely
nasazeny pouze prazdné Koky. Poté jim byla vzdy po 14 dnech odebirana k(v
odkery). Po n&sici na nich séla kifata znovu a po 14 dnech byla odebirana krev (3rgiib
kdy pii poslednim odéru byla krev odebrana v narkdéze a mysSi byly potéreeny. Ze
vSech odebranych krvi bylafipravena séra. £thto sérfecénych 1:10000 byl zjigvan
obsah protilatek metodou ELISA.

3.3.3 ELISA

Ziskana séra byla pouzita k detekci protilatekiprgstatinu. Na mikrotitréni destéku
byl navazan cystatin ve vazebném roztoku (1,59 #£8&a2,93 g NaHC® v 1 litru H0,
pH 9,6) o koncentraci 1Qg/ml, inkubace probihala ve vihké kérne 24 hodin p 4 °C.
Poté byly vyblokovany nespecifické vazby blokovagnirem (10 % PTS v PBS) ve vihké
komarce 30 minut i 37 °C. Po promyti byla na pandliggna néedna mysi séra (1:100,
1:1000, 1:10000 a nasletifrecna dvojkovouradou az do 1:640 000). Po inkubaci 30 minut
pii 37 °C byl destika ot promyta a byla fidana antimysi protilatka zdené peroxidazou
(Sigma) po 10Qul do kazdé jamkyedéna 1:1000 wiedicim roztoku (2 % PTS v PBS).
Nasledovala dalSi inkubace za stejnych podminebmyti. Poslednim krokem byldigani
substratového roztoku po 1Q0(10 ml fosfocitratoveho pufru pH 5,4 H,O,, 4 mg OPD).
Byla vyvoldna barevna enzymaticka reakce, ktera pgblizné po 10 minutdch zastavena
2M kyselinou sirovou. Poté byla zikena absorbance na spektrofotometru (Multiskan MCC
340, Labsystems Oy)ipvinové délce 490 nm a byl zj&t titr protilatek. Titr protilatek byl
definovan jako obracena hodnota maximalni@dini, kde absorbance pozitivhiho vzorku

jeS€ dosahovala dvojnasobné hodnoty absorbance vzedatinni kontroly.
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3.3.4 OdtEr slin klistéte Ixodes ricinus

K této metod byly pouzity nasaté dosig samice kligte Ixodes ricinus sani
probihalo na maeti po dobu Sesti dnKlistata byla omyta v ethanolu a ve ¥od@oté byla
pomoci oboustranné lepici paskiichycena na podlozni skko. Pod stereomikroskopem
jim byla na hypostom nasazena skie@d kapilara, na ibetni ¢ast kli¥at naneseny 2l
roztoku pilocarpinu (pilocarpine hydrochloride, ®ig) o koncentraci 5 pg/ml v70 %
ethanolu. Takto fipravena klisata byla umisna ve vihké korarce @i 37 °C. Pfibézne
u nich byla kontrolovana produkce slin, které bylgsled& odebirany z kapilary. U
ziskanych slin byl zgfen objem a koncentrace proteinu (pomoci metody epodl
Bradfordové) a byly uskladny pii -80 °C.

3. pokus vlivimunizace CIR na rozpoznatelnost dalSich prioté ve slinach

Sliny byly pouzity v pokusu, ktery ghza ukol zjistit, zda imunizace mySi CIR bude
zvySovat rozpoznatelnost ostatnich praieivsazenych ve slinach. Byla provedena ELISA,
kdy byly na mikrotitr&ni desttku navazany sliny o koncentraci 10 pg/ml. K pokbgia

pouzita séra mysi na kterych dvakrat sala’&taedina 1:100.

3.3.5 Vyhodnoceni vysledi

Pro statistické vyhodnoceni vyslédlbyl pouZzit program GraphPad Prism 5. Pro
vyhodnoceni prmeéri hmotnosti nasatych kiidt byla pouzita jednocestna analyza variance
(ANOVA). K vyhodnoceni p&tu nasatych kligat a pétu klistat premenénych do dalSiho
stadia byl pouZit? test. K vyhodnoceni pmérnych hodnot absorbance u 2. pokusu byl
pouzit t-test. K vyhodnoceni {mérnych hodnot absorbance u 3. pokusu byla pouzita
jednocestnéd analyza variance (ANOVA) daplda o Tukeyho test. Za signifikantni byly
povazovany vysledky, jejichz hladina vyznamnostiyfa nizSi nez 5 %.
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4. Vysledky

4.1 Purifikace proteinu

Purifikace proteinu probihala \kolika krocich. Nejprve byl protein v médiu
aplikovan na heparinovou kolonu, poté na kolonw% @asticemi. Poslednim krokem byla
gelova filtrace (chromatografie), jejiz gimh byl spektrofotometricky monitorovaniip
vinové délcey = 212 nm Qbr. 2). Podle hodnot absorbance byly nastedabrany frakce
odpovidajici cystatinu (B13, B12, B11, B10, B9, BBY7), pro o¥ieni byly reékteré
aplikovany na SDS-PAGHEDpr. 1). Precistény protein byl poté zkoncentrovan.

Obr. 1: Purifikace CIR, vybrané frakce z gelové fitrace. LMW- molekulovy marker [kDa]. C% -
protein gecisttny na kobaltové kolaf) tento vzorek byl aplikovadn na gelovou filtracilRC- purifikovany
protein z gelové filtrace (zkoncentrované frakcBjl1, B10, B9, B8- vybrané frakce z gelové filtrace
odpovidajici CIR.
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Obr. 2: Priabéh gelové chromatografie.Jednotilivé kivky oznauji- absorbanci a vodivost

Graf ukazuje hodnoty absorbancéi ydnové délce 212 nm v zavislosti na koncentracit@inu v dané frakci.

Cysatinu odpovidaji frakce B13-B7.

Vytézek ze 400 ml buftné kultury nakaZzené bakulovirem bywiilgizné 750ug/mli
proteinu. Takto purifikovany protein byl uloZerii geplog€ -20°C a nasledn pouzit na
imunizace.

Z kazdého krokuwisteni byl vzdy odebran vzorek, ktery byl aplikovan $BS-PAGE
(Obr. 3).
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Obr. 3: Purifikace CIR. Vzorky odebrané z jednotlivych krokpurifikace. 1 - heparinova kolona-
Jflow through®; 2 - uvolrény protein z heparinové kolony; 3 - kobaltova kaenflow through®; 4 - protein

uvolrény z kobaltové kolony.

4.2 Imuniz&ni pokusy

Z&kladni vakcineni pokus byl opakovan celkenyikrdt. Pro pehlednost p

interpretaci vysledk je schéma pokusuvedeno viab. 1.

Tab. 1. Schéma imuniz&nich pokusi. Skupina K (kontrola) zahrnovala vzdy 4 mysi, z iigadna

mysS byla ponechéna jako celkonegativni kontrola, tzn. byla neimunizovana a teesa ni kligata.

Mysi Imunizace Davka Sani kliat
C (83 mysi) cystatin 3 x3Q 2 sani
O (3 mysi) ovlabumin 3 x3Q 2 sani
K (3 mysi) bez imunizace 2 sani
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4.2.1 Souhrnné vysledky z&kladnich imuniz&nich pokusi

Po podani vSechritdavek byl mySim zgten titr protilatek. Naslednbyly na mysi
dvakrat nasazeny nymfy kl&e Ixodes ricinus(druhé sani probihaloriplizné 30 dni po
prvnim). Vyhodnocovan byl get nasatych kli&t po 72, 96 a 120 hodinach, hmotnost
nasatych kligat, pd@et kli¥'at, kterd nedokatila sani a p&et kli¥at, ktera byla schopna

piemény do dalSiho stadia (stadia dose) (Tab. 2).

Tab. 2: Vysledky sani kli$at na mySich

Potet Kliseat Priam. hmotnost Pocet k.
MysSi celkem Nedosata kli¥ata nasatych kl. preménénych do
+ SEM stadia dosjElce
1. séni
Cystatin 36 10 z 36 (28 %) 3,852 + 0,227/ 25 z95%)
Ovalbumin 36 2z 36 (5,5 %) 4,059 + 0,2209 29 £881%)
Kontrola 36 10 z 36 (28 %) 3,815 + 0,2299 26 z PB)(%)
2. sani
Cystatin 36 13 z 36 (36 %) 4,009 + 0,2196 22 z93%)
Ovalbumin 36 12 z 36 (33 %) 3,750 * 0,2559 22 {U%)
Kontrola 36 9z 36 (25 %) 3,767+ 0,1777 27 z 20(W)

Grafy (Obr. 4 a Obr. 5) ukazuji p@et nasatych kliat bthem danych¢asovych
intervall pri prvnim a druhém sani. VSechniy provedené pokusy vykazovaly obdobné
vysledky. Z prvniho grafu (prvni saniPr. 4) lze vyist, Ze kligata sajici na mySich

imunizovanych cystatinem sala pomaleji a nejviceatyh kligat se objevilo az po 96

hodinach. Bhem druhého sani se ale tento jev neopakoval.
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Obr. 4: P&et naséatych kli¥at béhem prvniho sani u jednotlivych skupin mysi v zavissti na ¢ase.
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Obr. 5: Pd&et nasatych kli¥at béhem druhého sani u jednotlivych skupin mysi v zavissti na ¢ase.
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Uspsnost sani kligat na mysich imunizovanych cystatinermiiza zaviset na titru
protilatek proti cystatinu. Dbr. 6 je patrné, Ze vyssi titr protilatek proti cystatimize
ovliviiovat délku sani klf&at. U mySi C1 byl nagten nejvySSi titr protilatekT@ab. 3)

a kli¥ata séala na této mysi pomaleji, nasatathkt& se u této mysSi objevila az po 96
hodinach. Oproti tomu u mysi C3 s nejmensSim titesnvelky pdet nasatych kli&at objevil
uz po 72 hodinach.

Tab. 2: Titr protilatek proti cystatinu u imunizova nych mysi

w
1

m120hodin

Mys Titr (1. sani)
C1 1:320 000
Cc2 1:160 000
C3 1:40 000
8 -
7 -
6 -
=
25
=
.‘:-’ . O 72hodin
e
E @ 96hodin
g
=)
=¥

]
1

C1 Cc2 Cc3
Imunizovani my$

Obr. 6: Délka sani kli¥at na mySich imunizovanych cystatinem.
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4.2.2 Statistické vyhodnoceni &innosti vakcinace

Hmotnost

Primérné hmotnosti nasatych kit byly statisticky vyhodnoceny jednocestnou
analyzou variance (ANOVA),ip95 % hladig vyznamnosti. Vysledky ukazuji porovnéni
variability mezi skupinami. Zab. 4 je patrné, Ze @iméry hmotnosti kligat, kterd sala na

jednolivych skupinach mysi se od sebe navzajengineli

Tab. 4: Statistické vyhodnoceni hmotnosti nasatyckliSt’at

F (hodnota " .
Skupiny mysi testovaciho df (stuppe ,p(hladma. SVS (Slfma VMS (s:Jma
Kritéri volnosti) vyznamnosti) ¢terci) ¢tverci/df)
ritéria)
1. sani
CIR vs. OVAL 0,3599 2 0,6989 1,054 0,5272
vs. kontrola
2. sani
CIR vs. OVAL 04272 2 0,6540 0,9932 0,4966
vs. kontrola

Pocet kligat, ktera dokodila sani

Patet nasatych kli&t byl statisticky vyhodnocey® testem. Porovnavan byl pet
klistat, ktera sala na mySich imunizovanych cystatineenskupinou kli&at sajicich na
mySich vakcinovanych ovalbuminem a kontrolnich miygTab. 5). Z tabulky je patrné, zZe
u skupin cystatinu a ovalbuminu po prvnim sani @d8kignifikantnimu rozdilu v pidu
klistat, ktera byla schopna dokansani. Pdet nasatych klf&at u kontrolni skupiny byl
stejny jako u skupiny vakcinované cystatinem, ptmtbsignifikantni rozdil i mezi kontrolni
skupinou a skupinou vakcinovanou kontrolnim praginVV porovnani cystatinu s kontrolni

skupinou nebyly zjighy signifikantni rozdily, proto nejsou vysledkytstdcky vyznamné.

Tab. 5: Statistické vyhodnoceni p&u kliStat, kterd dokon¢ila sani (df- stupdi volnosti = 1).

Cervert jsou oznaeny vysledky, které byly vyhodnoceny jako signifikai.

Skupiny mysi ¥? test v )EJ zgg?ndrigiti)
1. sani
CIR vs. OVAL 6,400 0,0057
CIR vs. kontrola 0 0,5
OVAL vs. kontrola 6,400 0,0057
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2. sani

CIR vs. OVAL 0,0612 0,4022
CIR vs. kontrola 1,0470 0,1531
OVAL vs. kontrola 0,6050 0,2183

Pocet kligat, ktera se fenenila do dalSiho stadia

Paset kli¥at pemsnénych do dal$iho stadia byl statisticky vyhodnoa@é§® testem.
Opet byly porovnavany vsechny skupiny se vSerial{. 6). Ztabulky lze vyist, Ze
signifikantni rozdil mezi pgem Kkli¥at schopnych igmény do dalSiho stadia byl
pozorovany mezi skupinou vakcinovanou ovalbuminenkoatrolni skupinou. Skupina

imunizovana cystatinem se od ostatnich dvou skugiisila.

Tab. 6: Statistické vyhodnoceni p&u kliStat, ktera se preménila do dalSiho stadia(df - stupé

volnosti = 1)
Skupiny mysi 2 test v ;) zg;?ndrigzti)
1. sani
CIR vs. OVAL 1,9310 0,0823
CIR vs. kontrola 1,0200 0,1563
OVAL vs. kontrola 4,171 0,0206
2. sani
CIR vs. OVAL 0,3122 0,2882
CIR vs. kontrola 1.1980 0,1369
OVAL vs. kontrola 2,342 0,0630

4.2.3 Vyhodnoceni vlivu sani kli€at na mnozstvi protilatek

Na trech ze Sesti mySi imunizovanych cystatinem sal&krdv&li¥ata. VSem mySim

byla Sestkrat odebrana krev: 1. édbpred sanim kligat

2. odlEr - 2 tydny po prvnim sani

o 01 b~ W
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Z krve byla gipravena séra a z nich byl zjg/an obsah protildtek metodou ELISA,
pii fedéni sér 1:10000. Grafbr. 7) ukazuje hodnoty absorbangex490 nm) jednotlivych
odkerd u obou skupin mysi. Z obrazku je patrné, Ze hodpostupi klesaly u obou skupin,
nejwtsi pokles byl zaznamenan u druhého édbpo prvnim sani. U mysSi na kterych

klistata sala doslo dokonce Etsimu poklesu.

| Mysi na kterych
3- nesala klist'ata
] —=—  MyS3ina kterych
8 sala kliSt'ata
=
s 2
-
e
> * I:YI"II sani
klistat
1 h
Druhé sani
g * klistat
0 T T T T T .I

0 2tydny 4tydny 6tydni 8tydnd 10 tydni

Cas odkeru krve

Obr. 7: Obsah protilatek proti cystatinu u dvou skupin mysi. Kazdahodnota absorbance jeipnér

se smdrodatnou odchylkou deny z n&teni fech mysi v kazdé skugin

Vysledky jednotlivych odéra, kromg prvniho odbru pied sanim kligat, byly
statisticky vyhodnoceny t-testenti 95 % hladig vyznamnosti. Z vysledkvyplyva (Tab.
7), Ze nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezioastvim protilatek mezi skupinami
mySi ani vjednom odiou. U mySi na kterych sala kita tedy nedoSlo k vyraznému
zvySeni obsahu protilatek. V jednom 2iani (3. odbr krve) byla hodnota dokonce nizsi

nez u skupiny, na které kfeita neséla.
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Tab. 7: Statistické vyhodnoceni obsahu protilatek mti cystatinu u dvou skupin mysi.1. skupina je

skupina, na které nesala kida. Na 2. skupinklistata séala.

Odbér Skupina Pramérné hodnoty ¢ (hodno:[a df (stupné p (hladina
o testovaciho . ; .
krve mysi absorbance + SEM o volnosti) vyznamnosti)
kritéria)
1. skupina 1,801 +0,2254
2. 2. skupina 2,305 + 0,6812 0,7020 4 02707
1. skupina 0,8033 + 0,0942
3. 2. skupina 0,5813 + 0,2158 0,9426 4 0,1996
1. skupina 0,3610 + 0,0503
4. 2. skupina 0,4227 + 0,1503 0,3890 4 0,3585
1. skupina 0,1903 + 0,0529
5. 2. skupina 0,3123 + 0,1846 0,6353 4 02799
1. skupina 0,1677 + 0,0282
6. 2. skupina |  0.2923 +0.1294 09412 4 0,1999

4.2.4 Vyhodnoceni vlivu imunizace cystatinem na rg@oznatelnost dalSich proteii ve
slinach

K pokusu, ktery md ukazat vliv imunizace cystatinem na rozpoznatsindalSich
proteini obsazenych ve slinach ki&, byla pouzita séra ziskana ze v3dtlopakovanych
zakladnich imuniz&nich pokud po druhém sani kifat na mysSich. Tato séra bylee&na
1:100 a byl zjisovan obsah protilatek proti slinam két& metodou ELISA. Kazdy vzorek,
krom¢ negativni kontroly, byl na mikrotitéai desttku nanesen v duplikaci. Gra®br. 8)
ukazuje pimérné hodnoty absorbance se&adatnymi odchylkami u vSech skupin mysSi
v kazdém pokusu. Jako negativni kontrola byla gauiiys, ktera nebyla ani imunizovana,

ani na ni nesala kliata.
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Obr. 8: Mnozstvi protilatek proti slindm klist éte. Hodnoty absorbance jsoutipnérem hodnot vSech

mysSi ve skupi#, kromé hodnot negativni kontroly, v této skupibyla zahrnuta pouze jedna mys.

Vysledky ze vSechit pokusi byly statisticky vyhodnoceny pomoci analyzy vacen
(ANOVA) pii 95 % hladirg vyznamnosti. VSechny skupiny byly porovnany senis&romg
negativni kontroly, kde se nejednalo @mpgrnou hodnotu. Z tabulky vysledkTab. 8) je
patrné, Ze signifikantni rozdily mezi obsahem patgk proti slinam mezi skupinami byly
zaznamenany u vSech pokusi. Proto byl proveden jeSfTukeyho test, podle kterého bylo
zjisttno, Ze ve vSech pokusech doSlo k signifikantnimditéen u skupiny vakcinované
kontrolnim proteinem oproti kontrole i oproti skopivakcinované cystatinem. Statisticky
vyznamneé rozdily mezi kontrolni skupinou a skupimakkcinovanou cystatinem ngreny
nebyly. V prvnim pokusu byl zaznamenan @pavysledek, nez jaky bylsekavan. Hodnoty

byly signifikantré vysSi u mysi vakcinovanych ovalbuminem.

Tab. 8: Statistické vyhodnoceni obsahu protilatek mti slinam klistéte. Cervers jsou oznaeny

vysledky, které byly vyhodnoceny jako signifikantni

1. pokus
Skubiny mvai F (hodnota df (stupné p (hladina SS (suma SM (suma
piny my testovaciho kritéria) | volnosti) vyznamnosti) étvercii) ¢tverci(df)
CIR vs. OVAL 12,72 2 0,006 0,02907 0,01454
vs. kontrola
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. <. | Primérné hodnoty g (hodnoty testovaciho . , .
Skupiny mysi absorbance + SEM kritéria) p (hladina vyznamnosti)[J 0,05
CIR vs. 0,09017 + 0,00377
OVAL 0,1757 + 0,02300 6,195 Ano
CIR vs. 0,09017 + 0,00377
kontrola 0,09067 + 0,00532 0,03623 Ne
OVAL vs. 0,1757 + 0,02300
kontrola 0,09067 + 0,00532 6,158 Ano
2. pokus
Skupiny mvai F (hodnota df (stupné p (hladina SS (suma SM (suma
piny my testovaciho kritéria) | volnosti) vyznamnosti) étvercii) étverci(df)
CIR vs. OVAL 17,88 2 0,0001 0,008478 0,004239
vs. kontrola
. < | Pramérné hodnoty g (hodnoty testovaciho . . .
Skupiny mySi absorbance + SEM kritéria) p (hladina vyznamnosti)[1 0,05
CIR vs. 0,1447+ 0,004807
OVAL 0,03958+ 0,002344 8,194 Ano
CIR vs. 0,1447+ 0,004807
kontrola 0,1303+ 0,009482 2,208 Ne
OVAL vs. 0,03958+ 0,002344
kontrola 0,1303+ 0,009482 5,913 Ano
3. pokus
SKupiny mvai F (hodnota df (stupné p (hladina SS (suma SM (suma
piny my testovaciho kritéria) | volnosti) vyznamnosti) étvercii) ¢tverci(df)
CIR vs. OVAL 5,642 2 0,0149 0,02043 0,01022
vs. kontrola
. .. | Primérné hodnoty g (hodnoty testovaciho . . .
Skupiny mysSi absorbance + SEM kritéria) p (hladina vyznamnosti)] 0,05
CIR vs. 0,1755% 0,01998
OVAL 0,09367+ 0,003676 4,711 Ano
CIR vs. 0,1755+ 0,01998
kontrola 0,1253+ 0,02220 2,888 Ne
OVAL vs. 0,09367+ 0,003676
kontrola 0,1253+ 0,02220 1,823 Ano
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5. Diskuze

Cystatiny hraji dlezitou roli v regulaci traveni, obrannych mechamiskliStéte a
mohou ovlivnit i imunitni systém hostitele. Jejidmunomodul&ni &inky byly jiz
n¢kolikrat prokdzany a to nejen uckolika druhi klistat, nap. u Ixodes scapularis
(Kotsyfakis et al., 2008) nebo @rnithodoros moubat#Salat et al., 2010), ale i u dalSich
parazitickych organisth nag. u parazitickych nemato@nchocerca volvulugSchierack et
al., 2003) nebd.itomosoides sigmodont{®faff et al., 2002)O cystatinech se uvazuje jako
o molekulach, které by mohly byt vhodné pro vy vakciny proti paraiin, cili take
proti kli'atim. S r&kolika cystatiny jiz byly provedeny Uggné imunizani pokusy. Z toho
davodu byl vramci této studie testovan vakemapotencial cystatinu z kli&e Ixodes
ricinus.

Cystatin z kligtte 1. ricinus byl pripraven jako rekombinantni protein s vyuzitim
bakulovirového expresniho systému. Vliv imunizagatd proteinem na schopnost sani
klistat byl testovan v ramci vakcitigich pokug na mysich. Redpokladalo se, Ze ve vSech
ttech provedenych pokusech dojde &SV uamrtnosti nymf kligte I. ricinus sajicich na
imunizovanych mysich oproti dma kontrolnim skupinam (nevakcinované a vakcinované
ovalbuminem). @eké&vana byla také nizsi hmotnost &4 kterd dokotila sani a také jejich
shizena schopnost vyvoje do stadia dtzsp

Predpokladany efekt imunizace nebyl pozorovan. Nedkslyraznym rozdilm mezi
klistaty, ktera sala na vysSe zminych skupinach mysi. Rozdil byl pozorovan pouze
v jednom pipact prvniho sani kligat na mySich imunizovanych ovalbuminem, kdy bylo
schopno dokatit séni signifikants vysSi mnozstvi kli&at (94,5%) nez uéth, které byly
vakcinovany cystatinem (72%). AvSak i u kontroleimunizované skupiny dokeéito sani
pouze 72% kligat. Vliv imunizace na hmotnost nasatych tdiSnebyl prokdzan. Na rozdil
od naSich vysledk v pokusech s jinym cystatinem, sialostatinem in2la imunizace vliv
na sani kligat. Tato molekula blokovala sani nyr¥odes scapularisa dochazelo také
k redukci hmotnosti kli%at po naséati (Kotsyfakis et al., 2008). Tazma byt vys¥étleno tim,
Ze v €chto pokusech byl pouzivan jiny hostitel, imunizoadyla motata.

Imunizace CIR neZjsobila vyrazgjSi mortalitu kli¥at po nasati, 96% kliat bylo
schopnych se vyvinout do dalSiho stadia. U konirskapiny se do dalSiho stadigepnila
vSechna Kkligata, u skupiny imunizované kontrolnim proteinemrinmru 90% Kkli§at.
Protilatky gijaté s krvi tedy nejspiSe nemaji schopnost blokéwakci cystatinu ve g\,
jako tomu mohlo byt u cystatinu z k& Ornithodoros moubataOmC2 (Salat et al., 2010),
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ani nenaruSuji 8hu steva, jako je tomu u protilatek proti antigenu Bm@6komeeni
vakciny (Willadsen, 2004).

V jednom z pokus byl zaznamenan vliv protilatek na délku sani tidis U mysSi
S nejvySSim mnozstvim protilatek proti cystatingldde zpomaleni sani, kfdta dokogila
sani az po 4-5 dnech, oproti tomu u mysi s nejma#trem dokogila sani vSechna klfata
jiz po 4 dnech. V dalSich pokusech se tento treedpakoval, nebylo dosazeno stejn
vysokeho titru protilatek. Ke zvySeni titru proté& v krvi by mohlo vést zvySeni vakcimd
davky nebo jeji dalsi opakovani.

Pokud by cystatin fungoval jako exponovany antiggtomny ve slinach, po kazdém
sani kli¥at by nélo dochazet ke zvySovani produkce protilatek u rakeanych jeding
(Mulenga et al., 1999). Proto jsme provedli pokktery mel oveiit, jestli sani kligat na
imunizovanych mysich zvySuje mnozstvi protilatekotprcystatinu v krvi. Vysledky
nepotvrdily, Ze by k tomuto efektu dochéazeloivbdem byl ¥ejm¢ fakt, Ze k produkci
MRNA pro cystatin ve slinnych Zldzach podle Pern@@08) dochazi az velice pazd
posledni den sani klie, a z toho tvodu se se slinami kli&e do hostitele nedostane
dostaténé mnozstvi cystatinu ktomu, aby vyvolal produkdalSich protilatek. U
Sialostatinu L dochazelo kstu titru protilatek po sani klat, coz dokazuje, Ze tento
cystatin byl ve slinach ifftomny v dostaéném mnoZstvi a byl rozpoznavan imunitnim
systémem vakcinovanych jedin(Kotsyfakis et al., 2008).

Vzhledem k tomu, Ze k produkci mRNA pro CIR ve siioh Zlazach dochazi az
posledni den sani kli&e (Perner, 2008), je prayabdobné, Ze tento protein nejspise nema
imunomodulé&ni inky, jak je tomu u cystatinz kliS€te I. scapularis sialostatinu L a L2
(Kotsyfakis et al., 2006; Kotsyfakis et al., 2008proti tomu ve sew dochazi k produkci
CIR uz prvni den fisati k hostiteli a transkrémi aktivita stoupa s dobou sani (Perner, 2008).
CIR by tedy mohl pdit spiSe mezi skryté antigeny. Podéhtaké u cystatinu z kli&te
Haemaphysalis longicornidlicyst-2 také nebyly prokdzany imunomoduia&inky. Tento
cystatin je pitomny hlavie ve stew a ve slinnych Zlazachtipomny neni a je spojen
s pirozenou imunitou kligte (Zou et al., 2006).

Vysledky pokusu, ktery gh ukazat, zda imunizace cystatinem zvysuje rozpietnast
dalSich proteift obsaZzenych ve slinach ki&t, jsou rozporuplndJ) dvou pokus se hypotéza
potvrdila oproti kontrolnimu proteinu, ale oprogimunizované kontrole nebylo dosazeno
signifikantnich vysledk. U prvniho pokusu bylo dosazeno &pého vysledku. Nepodiéo
se tedy statisticky prokazat, Ze bglenimunizace cystatinem vliv na rozpoznatelnos§idal

proteini. To také niZe souviset stim, Ze CIR zfku ve slinach nenitfiomny, proto
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nemiZze ovliviiovat rozpoznéni ostatnich antigewe slinach klidtte a nemize pisobit na
produkci protilatek protidmto proteirmm.

Cystatin z kligtte 1. ricinus se podle vysledk této prace nezda byt vhodnym
antigenem pro vytv@ni vakciny proti kliatim. Ackoli se vakcinanimi pokusy nepod#do
prokazat, Ze by tento protein poskytoval ochramati méani kli€at, mohl by byt vyuZit nap
k analyzam, které by se tykaly obecnych funkci atysi. Stejré tak tomu bylo u cystatinu
ze steva gastrointestinalni hlisticelaemonchus contortusS touto molekulou se takeé
nepodaila po imunizaci prokazat ochrana proti infekcishidi, ale diky tomuto proteinu je
mozné Iépe pochopit, jakou funkci maji cystatinygchto organism, coz také rize vést

Také by mohly byt provedeny dalSi vakaina pokusy s CIR za pouziti jinych
hostiteli, nagiklad kraliki nebo mofat, u kterych by se mohl objevit ditly efekt
imunizace, a s dosazenymi vysledky by se dalo pi@eovat. K této mysSlence nas vede to,
Ze UspSné imunizace s cystatiny z k&g |. scapularis byly provedeny na moéatech
(Kotsyfakis et al., 2008).
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6. Zaver

Byl ptipraven rekombinantni cystatin z kb Ixodes ricinus v expresnim
bakulovirovém systému. Protein byl pouzit k expenmt@lnim imunizacim mysi pro zjit
mozného vakcinaiho potencialu. Byl sledovan vliv vakcinace naiséigtat, na jejich
hmotnost po nasati a schopnoséneEny do dalSiho stadia. Testovan byl také vliv sani
klisStat na obsah protilatek v krvi a zda imunizace dystan ovliiiuje rozpoznatelnost
dalSich proteifh obsazenych se slinach kéi& Nepod#lo se prokazat vliv imunizace

cystatinem z kligte Ixodes ricinusa sani aigezivani kligat.
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