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Ixodes ricinus
























Fig. 9.1(a) Dorsal view of mouthparts of an Ixodes tick. C, chelicera, used to pierce
skin; H, hypostome, used to anchor mouthparts in skin; P, palp, sensory function.
(Photograph by courtesy of Professor Dr H. Melhorn.)
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Slozeni klistécich slin

Antihemostatické faktory
e vazodilatatory
e antikoagulanty
e inhibitory agregace desticek
e fibrinolytické faktory

Protizanétlivé a imunomodulacni molekuly
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Mozné projevy imunity hostitele proti
klistatim

e Snizena vaha po nasati

e Prodlouzené sani

e Poruchy v produkci vajicek

e Inhibice svlekani

e Mortalita klistat nebo vajicek




Modulace imunity hostitele slinami
klistete
Prirozena imunita

Inhibice alternativni drahy aktivace komplementu
Inaktivace anafylatoxinu
Inhibice fagocytézy a dalSich funkci neutrofilu

Potlaceni produkce superoxidu a oxidu dusnatého
makrofagy

Inhibice activity NK bunék
Inhibice antivirovych ucinku interferonu

PotlacCeni zaneétlivé odpoveédi



Modulace imunity hostitele slinami
klistete
Adaptivni imunita
Potlaceni odpovédi T a B lymfocytu na mitogeny

Snizeni produkce makrofagovych cytokinu (IL-1,
TNF-a, IL-12, GM-CSF)

Snizeni produkce Th1 cytokint (IL-2, IFN-v)
ZvySeni produkce Th2 cytokinu (IL-4, IL-10)

Inhibice protilatkové odpovédi na thymus-
dependentni antigeny

PotlacCeni exprese adhezivnich molekul na
lymfocytech (LFA-1, VLA-4)

Inhibice prezentace antigenu dendritickymi
bunkami



Priklady imunomodulacnich molekul
sekretovanych v klistécich slinach

Faktor

Vlastnosti

Klisté

Protein vazajici IL-2

vaze mysi a lidsky IL-2

Ixodes scapularis

Evasiny

Proteiny vazajici chemokiny

rizné druhy ixodnich klistat

Imunosupresivni protein

37 kDa, potlacuje proliferativni
odpovéd’ T lymfocytli na Con A

Dermacentor andersoni

Imunosupresivni protein
(Iris)

43 kDa, moduluje odpovéd T
lymphocytli a makrofagu

Ixodes ricinus

Salp-15

15 kDa, inhibuje aktivaci CD4+ T
lymfocytti a DC

Ixodes scapularis

Protein inhibujici B
lymfocyty

18 kDa, inhibuje aktivaci B
lymfocytli boreliemi

Ixodes ricinus

HL-p36

inhibuje T lymfocyty a IL-2

Haemaphysalis longicornis

Lipokalin LIR6

vaze LTB4, inhibuje chemotaxi N

Ixodes ricinus




Priklady imunomodulacnich molekul
sekretovanych v klistécich slinach

Faktor Vlastnosti Klisté

Anti-komplementovy faktor | 49 kDa, inhibitor Ixodes scapularis
alternativni drahy
aktivace komplementu

Faktor inaktivujici Carboxypeptidase-N-like Ixodes scapularis

anafylatoxin enzyme

Immunoglobulin vazajici 21 kDa, vaze IgG Rhipicephalus

protein appendiculatus

Histamin vazajici proteiny 21-24 kDa Rhipicephalus
appendiculatus

Histamin and serotonin Dermacentor reticulatus

vazajicl proteiny




Lidské patogeny prenasené klistaty

Viry: viry komplexu KE (CEE, RSSE, KFD, OHF, Powassan, Langat, Louping ill,
Negishi)

Bakterie:Borrelia burgdorferi sensu lato, (B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii, B.
bissettil, B. lusitaniae, B. spielmanii)

B. hermisii, B. recurrentis (navratné horecky)
Anaplasma phagocytophilum (HGE)
Ehrlichia chaffensis (HME)

Francisella tularensis

Coxiella burnetti (Q horecka)

Rickettsia rickettsii (horecka Skalistych hor)

Prvoci: Babesia microti, B. divergens
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rok

1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005

2007
2008

Vyskyt TBE v CR

pocet hlasenych
vyskytl nemoci

490
719
633
647
606
507
643

546
633

Proogkovanost v CR je 23%



Slinami aktivovany prenos (SAT)

Arbovirus Thogoto, klisté Rhipicephalus appendiculatus

Zpusob infekce % infikovanych kliStat
Injekcni strikacka - virus 6%
InjekCni strikacka - virus+SGE 58%

Sousanti s infikovanymi klistaty 85%




Patogeny u kterych byl prokazan SAT

Viry Bakterie
KliStova encefalitida Borrelia burgdorferi s.s.
Thogoto B. afzelii

Bhanja B. garinii
Crimean-Congo hemorrhagic fever B. lusitaniae
Louping-ill Francisella tularensis
Palma

West Nile



Patogeny u kterych byl prokazan SAT

Viry Bakterie

Klistova encefalitida

Thogoto
Bhanja B. garinii
Crimean-Congo hemorrhagic fever B. lusitaniae

Louping-ill
Palma
West Nile



Trans-block vakciny

Vakciny zalozené na imunizaci hostitele imunomodulacnimi
proteiny z klistécich slin

Podpiirné argumenty:

e Imunizace hostitele opakovanym sanim neinfekcnich klistat vede k inhibici
prenosu borelii kliStaty. Rezistenci k prenosu lze prenést sérem proti
antigentim Kklistécich slin.

e Model leishmanie - flebotomus: imunizace imunomodula¢nim peptidem
MAXADILANEM chrani pred infekci leishmaniemi pri sani infikovanych
flebotom (Lutzomyia longipalpis).



Koncept vakciny blokujici prenos
borelii klistétem

(Hovius et al. PLoS Med. 2008 February; 5(2): e43)

1. Salp15 protects Borrelfa from
antibody-mediated killing

2. Salp15 inhibits adaptive
Immune responses against
Borrelia and tick antigens

3. Neutralization of immuno-
suppressive effects
of Salp15

4. Clearance of Salp15anti-
Salp15 and Salp15-anti-
Salp15-Borrelia complexes
by host phagocytic cells

5. Unprotected Borrefia are

detected by the host
immune system
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Moznosti vyuziti proteinu z kliStécich slin
k 1écbeé lidskych nemoci

C5 inhibitor z klistaka Ornithodoros moubata byl ispésné pouzit k

prevenci experimentalni autoimunni myasthenia gravis (Soltys et al.
2009)

Histamin vazajici protein z Rhipicephalus apendiculatus branil vyvoji
experimentalniho astmatu (Couillin et al. 2004)

Salp15 z I scapularis snizoval hypersenzitivni reakci, plicni eosinofilii a
zvySenou sekreci hlenu (Paveglio et al. 2007)



Etapy studia imunomodulacnich

F Je

ucinku klistecich slin

U¢inky na imunitni systém hostitele obecné
Modulace protiinfekCni imunity

Slinami aktivovany prenos (SAT)

Identifikace imunomodulacnich molekul ve slinach

ytrans-block” vakciny (budoucnost)



Ucinky klistécich slin na imunitni systém
obecne
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Mysi dendritické bunky
derivované ze sleziny




Proliferace specifickych CD4+ T lymfocytu

IL-2 (U/ml)
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Modulace protiinfekcni imunity
klistecimi slinami
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Fagocytoza borelii mySimi makrofagy (nepfima imunofluorescence) 10 pm




% fagocytujicich bunék
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Vliv SGE na fagocytozu borelii
peritonealnimi makrofagy

Kyckova K., Kopecky J. J. Med. Entomol. 2006 43:1208-1214
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Vliv klistécich slin (SGE) infektivitu borelii
oro sajici klistata

Horka H., Cerné-Kyékové K., Skallova A., Kopecky J. Int. J.Med. Microbiol. 2009, 299: 373-380

B. burgdorferi
+ PBS

B. burgdorferi
+ SGE

B. burgdorferi
+ sliny

Celkem 1/18 (6%) 16/31 (52%) 25/37 (68%)
Samice 0/7 (0%) 8/18 (44%) 12/18 (67%)
Samci 1/11 (9%) 8/13 (62%) 13/19 (68%)




Sialostatin L2 z klistéte |. scapularis
zvysuje proliferaci borelii v kuzi a
tim pusobi jako SAT faktor

Kotsyfakis M., Horka H., Salat J., Andersen J.F. Mol. Microbiol. 2010, 77:
456-470.

spirochetes per mg of skin tissue
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Serpin z |. ricinus inhibuje zanét vyvolany carrageenanem

Chmelar J., Oliveira C.J., Rezééové P., Francischetti I.M., Kovéfova Z., Pejler G., Kopadek P., Ribeiro J.M., Mare$ M., Kopec ky J., Kotsyfakis M.
Blood 2010, Epub ahead of print
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Hours post injection

-8 Carrageenan
-~ Carrageenan + IRS-2 Img/Kg
=©- Carrageenan + IRS-2 0.3mg/Kg

B8 IRS-2 1mg/Kg only

IRS-2 (mg/Kg)

Carrageenan (2%)

Dalsi efekty IRS-2

* Inhibuje katepsin G a chymazu
* inhibuje agregaci krevnich desticek

Vyznam pro klisté: inhibice zanétu a
hojeni rany



Jak IRS-2 ovlivnuje funkci dendritickych bunek?

Pdlenikova J. et al. Infect Immun 2015
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* IRS-2 snizuje produkci IL-6
* jiné cytokiny nejsou ovlivnény



.ﬁ:@ Ma inhibice IL-6 vliv na m

signalizacni molekulu STAT-3?
Fosforylace STAT-3
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* |IRS-2 inhibuje fosforylaci STAT-3



Ma potlaceni IL-6 /STAT-3 signalizace
vliv na diferenciaci Thl17 buneéek?

Produkce IL-17 CD4* T lymfocyty
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IRS-2 inhibuje diferenciaci Th17 bunék




Cystatin z klistaka Ornithodoros moubata

Saldt J., Paesen G.C., Rezdcovd P., Kotsyfakis M., Kovdrovd Z., Sanda M., Majtdn J., Grunclovd L., Horkd H., Andersen J.F., Brynda J.,
Horn M., Nunn M.A., Kopdcek P., Kopecky J., Mares M. Biochem. J. 2010, 429:103-112.




Vliv imunizace cystatinem OmC2 na prezivani klistaku

nenasati neprezivajici prezivajici
kKlistaci nasati klistaci nasati klistaci




Vliv klistécich slin na schopnost mysich DC indukovat
proliferaci borelia-specifickych CD4+ T lymfocytu

Slamova M. : Vliv klistécich slin na interakce mezi spirochetami Borrelia afzelii a mys§imidendritickymi burikymi.
Magisterska diplomova prace 2010.
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