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1. Uvod

Postipani krevsajicim hmyzem, imunitni odpovéd’ hostiteli a nasledny vyvoj
vakciny proti prenaSenému patogenu jsou velice aktualni témata svétovych
parazitologickych laboratofi zabyvajicich se fenoménem interakci vektor — patogen —
hostitel.

Béhem sani dochazi k inokulaci slin, které inhibuji obranné mechanismy hostitele,
maji tzv. antihemostaticky a imunomodula¢ni efekt. Pfi pobodani naivniho hostitele
hraji sliny dulezitou roli. ProtoZe maji nékteré komponenty slin imunosupresivni
uéinky, mohou zvySovat Uspé$nost pienosu patogena. Tento fenomén je v anglické
literatufe popisovan jako tzv. enhancing effect. Nejvyznamnéjsi lidskd onemocnéni
pfenalena krevsajicim hmyzem jsou pak evidovéna na seznamu Svétové zdravotnické
organizace (WHO).

Pfi opakovaném sani na stejném hostiteli se zacinaji tvofit specifické protilatky,
zejména IgG a IgE, které jsou zodpovédné za hypersenzitivni reakce. Tvorba
specifickych imunoglobulinG ovliviiuje imunomodulaéni aktivitu slin a ¢aste€né rusi
enhancing effect. Pre-expozice sani krevsajicimu hmyzu ma tedy vyznamnou roli
v epidemiologii. Studium sloZeni slin a jejich antigennich sloZek je kli¢em k poznani
principli imunitni odpovédi a je krokem vpied na cesté za vytvofenim G¢innych vakcin
proti chorobam, kterym ro¢né podléhaji miliony lidi.

Predkladana bakalafska prace se zabyva shrnutim poznatkd o antigenech ve
slinach krevsajiciho hmyzu a protildtkové odpovédi pobodanych hostiteld s vyhledem
na detailn€j§i studium specifickych protilatek a jejich dynamiky na modelu mys-

flebotomus v ramci budouci diplomové prace.



2. Literarni prehled

2.1. Systematické zarazeni a charakteristika Kkrevsajiciho

hmyzu

Podkmen: Tracheata — INSECTA (hmyz)

Diptera — Nematocera
Psychodidae — Phlebotominae
Culicidae
Simuliidae
Diptera — Brachycera
Glossinidae
Heteroptera

Reduviidae-Triatominae

Tento systém obsahuje pouze ¢eledi a pod¢eledi, o kterych pojednéava predkladana
bakalaiska prace. Vybrané skupiny, na které se v praci zaméfuji, zahrnuji krevsajici
hmyz ptenasejici lidské patogeny a jsou nejlépe prostudovany z hlediska slozeni slin a
protilatkové odpovédi hostitele na sani.

Krevsajici hmyz lze celkové rozdé€lit podle strategie sani na dvé skupiny —
solenofagy a thelmofagy (Ribeiro, 1989). Solenofagové jsou charakteristi¢ti tim, Ze saji
krev rychleji nezZ vytéka z cévy, tim vznika v misté sani podtlak, jen malo okolni tkané
je poskozeno a netvoii se hematom. Do této skupiny patii z vySe uvedenych - komati
(Culicidae), glossiny (Glossinidae) a plotice (Triatominae). Thelmofagové poskozuji

relativné velké mnozZstvi tkané kolem mista bodnuti, saji krev pomaleji, nez vytéka



z cévy a dochazi ke vzniku hematomu. Ze skupin, na které se zamétujeme, sem patii
flebotomové (Phlebotominae) a muchni¢ky (Simuliidae) (Beaty & Marquardt, 1996).

Krevsajici hmyz podfizuje séani n€kolika cilim, lokalizovat cévu nebo kapiléru,
bezbolestné a rychle se nasat a inhibovat obranné mechanismy hostitele. Ve vSech
téchto krocich hraji dalezitou roli sliny, které maji antihemostatické a imunomodulaéni
ucinky (Ribeiro, 1987). Zminény proces vhemostéze ma zpravidla Ctyfi zékladni
mechanismy: koagulace, agregace a degranulace desti¢ek, vazokonstrikce a indukce
zanétlivého procesu. SloZeni slin je natolik specifické, Ze dokaZou inhibovat vsechny
zminéné aktivacni dréahy hemostaze (Beaty & Marquardt, 1996).

Opakované sani na stejném hostiteli vyvolava zpravidla kozni hypersenzitivni
reakci opozdéného typu a plsobi zvySenou tvorbu antigenné specifickych protilatek,
ptedeviim IgG a IgE (Beaty & Marquardt, 1996). IgM maji v protilatkové odpovédi
hostitele jen maly vyznam, ale jsou prvni, které se po setkani s antigenem za¢nou tvofit.
IgE jsou vétSinou zodpovédné za alergické reakce a pomoci IgE receptort aktivuji Zirné
opsonizace, indukce fagocytdzy, aktivace komplementu a pokud se vazou do aktivniho

mista enzymu, pak také neutralizace (Klein & Hofejsi, 1997).

2.2. Flebotomové ( Phlebotominae)

Flebotomové jsou rozSifeni pfevazné »v tropickych a subtropickych oblastech
Starého a Nového svéta. Krev saji pouze samice, samci se Zivi cukernymi $t‘dvami
(Beaty & Marquardt, 1996). Flebotomové maji velmi kratky, tenky sosak a mohou sét
pouze z povrchovych kapilar (Ribeiro, 1987). MnozZstvi nasaté krve se pohybuje kolem

jednoho mikrolitru krve a séni trva pfiblizné nékolik minut (Beaty & Marquardt, 1996).



2.2.1. Epidemiologie

Flebotomové maji velky vyznam jako ptenaseci jednoho z deseti nejrozsitenéjsich
onemocnéni na seznamu Svétové zdravotnické organizace (WHO) — leishmanidzy.
Leishmanidza je zplsobena parazitickym prvokem rodu Leishmania, ktery se do
hostitele dostdva béhem sani krve. Flebotomus injikuje do mista sani Leishmanie ve
stadiu metacyklickych promastigotu, ti jsou nésledné pozieni makrofagy a pomnoZuji se
v nich. V makrofazich dochazi ke zméné na amastigotni stddia a ta nasaje jiny
flebotomus pfi dal§im séni. Ve stievé flebotoma se vyvinou nejprve procykli¢ti, pozdéji
metacykliéti promastigoti, ktefi jsou regurgitovani béhem sani do rany, a tim se cely
cyklus uzavira (Sadlova, 1999).
2.2.2. Sliny flebotomu

Ve slinach Lutzomyia longipalpis byl popsan nejucinnéjsi znamy vazodilatator —
maxadilan (erythema inducing factor) (Ribeiro et al., 1986). Je to peptid, jehoz
molekulova velikost je 6,8 - 7 kDa ( Lemer et al., 1991, Lerner & Shoemaker, 1992) a
tvofi 1-2 % vSech proteint slinnych Zlaz (Lerner et al., 1991). Kromé dulezitych
vazodilatanich schopnosti disponuje maxadilan i U€inky imunomodula¢nimi (podle
Gillespie et al., 2000). Ve slinach rodu Phlebotomus prfitomnost maxadilanu nebyla
zaznamenana (Ribeiro et al., 19806), zato vSak byl ve slinach P. papatasi a P. argentipes
potvrzen vyskyt adenosinu a jeho prekurzoru 5'-AMP (Ribeiro et al., 1999, Ribciro &
Modi, 2001 podle Andrade et al., 2005), které bychom mohli povaZovat za obdobu
maxadilanu, protoZe maji také vazodilataéni a imunomodula¢ni vlastnosti (Collis, 1989,
Dionisotti et al., 1992, Lewis et al., 1994 v§e podle Andrade et al., 2005).

Mezi dalsi hemostatické regulatory, popsané u vétSiny studovaného krevsajiciho
hmyzu, patii apyraza (Ribeiro et al., 1986). Je jednim z majoritnich enzymu, které brani

agregaci a degranulaci destiCek. Tato fosfataza stépi ATP a ADP na AMP, ¢&imz



inhibuje oba tyto hemostatické mechanismy zavislé na pritomnosti ADP (Ribeiro,
1989). Vznikly produkt — AMP - ma protizanétlivé ucinky.

Ve slinach flebotomi byla také objevena hyaluronidazova aktivita (Charlab et al.,
1999). Jeji ptitomnost byla prokdzana u druhti L. longipalpis, P. papatasi, P. duboscqi,
P. halepensis, P. sergenti a P. perniciosus (Cerna et al., 2002). Ta by méla dle
predpokladi napomahat diftzi ostatnich mblekul obsaZzenych ve slinach. V piipadé
pfenosu infekce by mohla napomahat disperzi parazitl v té€le rozvolnénim extracelularni
matrix.

Dalsi slozkou slin L. longipalpis je 5'-nukleotidasa. Ma rovnéz vazodilatacni efekt
a inhibuje agregaci desti¢ek (Charlab et al., 1999).

Experimentalné bylo zjisténo, Ze sliny flebotomi maji imunomoduladni efekt.
Popsany byly imunosupresivni G¢inky, konkrétn¢ inhibice proliferace T bunék, zmény
v produkci cytokinil a inhibice makrofagl v produkci H,O, a NO, (podle Gillespie et
al., 2000). Tyto imunomodulaéni vlastnosti slin flebotomti maji zfejmé rozhodujici
ulohu v uspésnosti pienosu leishmanii.

Zjistilo se, Ze sliny zvyS$uji virulenci patogena pfenaSeného na naivniho hostitele,
maji tzv. enhancing effect. Titus & Ribeiro (1988) porovnavali vyvoj leishmaniové
infekce u mysi, kterym injikovali samotné Leishmanie major nebo Le. major se slinami
L. longipalpis. V ptitomnosti slin byly léze signifikantné vétSi a obsahovaly vétsi
mnozstvi parazitd (Titus & Ribeiro, 1988). V piipadé, kdy bylo do CS57BL/6 mysi
injikovéno jen malé mnozstvi (1000) metacyklickych stadii Le. major, rozhodovala
pfitomnost slin o tom, zda se patogeni pomnoZi a dojde k rozvoji leishmaniové infekce
(Belkaid et al., 1998). Model enhancing efektu byl pozorovan napfiklad i na dvojicich

P. papatasi — Le. major (Theodos et al.,, 1991 podle Gillespie et al., 2000) nebo L.



longipalpis — Le. braziliensis (Samuelson et al., 1991, Lima & Titus, 1996 podle

Gillespie et al., 2000).

2.2.3. Protilatkova odpoveéd’

Opakované sani flebotoml na savéim hostiteli vyvolava tvorbu specifickych protilatek
(Ghosh & Mukhopadhyay, 1998, Barral et al., 2000, Volf & RohouSova, 2001, Gomes
et al., 2002, Rohousova et al., 2005, Silva et al., 2005).Pomoci téchto protilatek byla
studovana druhova specifita antigent ve slinach riznych druhid flebotomi. Proteinovy
profil slin jednotlivych druhid se li§i (Volf et al., 2000) a druhové specifické jsou i
antigeny (Volf & Rohousova, 2001, Rohous$ova et al., 2005). Séra mysi experimentalné
pobodanych druhy Phlebotomus sergenti nebo Phlebotomus papatasi nereagovala s
lyzatem slinnych Zlaz Lutzomyia longipalpis, pouze protilatky obsaZené v sérech mysi
vystavenych sani L. longipalpis rozeznavaly antigeny slin L. longipalpis (RohouSova et
al., 2005). V ramci rodu Phlebotomus se vyskytly pfipady zkfiZenych reakci, a to mezi
zastupci podrodd Larroussius a Adlerius (Volf & Rohousova, 2001). Zatimco nebyla
pozorovana zadna zktiZena reakce P. papatasi s ostatnimi testovanymi druhy, mezi P.
halepensis a P. perniciosus uz ¢aste¢né patrna byla (Volf & Rohousova, 2001). Zda se,
Ze k vyskytu zkfiZzenych reakci dochazi i mezi flebotomy a komary. Jako modelové
organismy vystupovaly Phlebotomus papatasi a Culex pipiens a porovnavan byl pocet
nasatych komarti. Na kieécich vystavenych opakovanému sani P. papatasi se nasalo
signifikantné mensi mnoZstvi komarti neZ na kontrolnich kie¢cich neimunizovanych
sanim P. papatasi (Wahba et al., 2005).

Vyskyt protilatek proti slinam flebotomt byl prokdzan i u lidi v oblastech
s vyskytem leishmanidzy (Barral et al., 2000, Gomes et al., 2002, RohouSova et al.,
2005). Gomes et al. (2002) sledovali déti z endemickych oblasti visceralni leishmaniézy

v Brazilii. Rozdélili déti na dv& skupiny dle zmény reakce na antigeny Leishmania



chagasi v pribéhu 6 mésici: prvni, u kterych doslo k serokonverzi z negativni na
pozitivni, a druhou, u kterych se zménila opozdéna hypersenzitivni reakce (DTH)
znegativni na pozitivni. Pouze u druhé skupiny déti byl zaznamenan narlst
specifickych IgG, IgG1 a IgE proti slinam Lutzomyia longipalpis a tato séra reagovala s
antigeny slin L. longipalpis o molekulové velikosti 45-, 44-, 43-, 35-, 27-, a 16 kDa,
zatimco séra déti z prvni skupiny nerozeznaia antigeny Zadné (Gomes et al., 2002).
Zvysovani hladiny IgE je signalem pro vytvareni ¢asné hypersenzitivni reakce, ktera by
mohla pfi dlouhodobé expozici slindm vektora pfejit v desenzitizaci (Gomes et al.,
2002).

Porovnanim lidskych a zvifecich (myS$ich) sér se zjistily prokazatelné rozdily
v intenzité reakce a v mnozstvi rozeznanych antigend. Séra lidi z endemické oblasti
Leishmania tropica (Sanliurfa, Turecko) i séra mySi experimentdln€ pobodanych
flebotomy reagovala shomolognim antigenem, tzn. shomogenatem slinnych
Zlaz Phlebotomus sergenti a Phlebotomus papatasi. Ob& skupiny sér rozeznaly hlavni
antigeny slin P. sergenti, mysi séra vSak vykazovala reaktivitu s vétSim poctem
antigenll. V piipad¢ anti- Phlebotomus papatasi protilatek byl u mysi nejsilngjSim
antigenem 42 kDa protein, u lidi pak 30 kDa protein (RohouSova et al., 2005). V
BALB/c mysich vyvolalo opakované pobodéani Lutzomyia longipalpis zvySenou tvorbu
IgG, zejména IgG1 (Silva et al., 2005). Tyto protilatky reagovaly prevazné s proteiny
slin L. longipalpis o molekulové velikosti 16, 44 a 45 kDa (Silva et al., 2005). Stejné
antigeny byly rozpoznavany i protilatkami z lidskych sér. Protilatky lidi opakované
pobodanych L. longipalpis vSak rozeznavaji ve slindch L. longipalpis vice antigent nez

protilatky z experimentdlné¢ imunizovanych mysi (Gomes et al., 2002, Silva et al.,

2005).
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Z toho je patrné, Ze protilatkovou odpovéd’ vyvolavaji pouze nékteré proteiny slin.
Oliveira et al. (2006) vlozili sekvence kddujici jednotlivé proteiny slin P. ariasi do
plazmidového vektora, ktery byl nasledn€ pouzit k imunizaci C57BL/6 mys$i. Nejsilné)si
protilatkovou odpovéd’ proti homogenatu slinnych Zlaz P. ariasi vyvolavala u mysi
imunizace plazmidem ParSP25 nebo ParSP23. Imunizace riznymi plazmidy
vyvolavala tvorbu rozdilnych typt protilatek. U myS$i imunizovanych plazmidem
ParSP25 byla prokazana vysoka produkce IgGl. Oproti tomu imunizace plazmidem
ParSP03 vyvoléavala produkci IgG2a (Oliveira et al., 2006).

Protilatky z opakované pobodanych hostiteld byly schopné neutralizovat
imunomodula¢ni efekt slin vektori (Belkaid et al., 1998, Costa et al., 2004). Po
inkubaci se specifickymi protilatkami ztracely slinné Zlazy Lutzomyia longipalpis
schopnost ovlivnit produkci cytokini a expresi kostimula¢nich molekul u lidskych
monocytl, (Costa et al.,, 2004). Na modelu my$ — Phlebotomus papatasi bylo
pozorovano, Ze specifické protilatky v sérech mysi pobodanych P. papatasi inhibovaly
enhancing efekt slin vektora (Belkaid et al., 1998).

Tvorba protilatek proti antigenim slin flebotomt (napf. uvadény maxadilan) mize
také negativné ovlivnit sani a s tim spojenou plodnost. Milleron et al. (2004) popisuji,
Ze opakované sani mélo vliv na mnoZstvi nasaté krve. Zatimco na naivni mys$i nasaly
samice L. longipalpis v praméru asi 0,251 pL krve, na mySich senzitizovanych sanim
pouze 0,206 pL. Slo tedy piiblizng¢ o 18 % pokles, coz vedlo k prokazatelnému
zmen$eni snisky. MnoZstvi vajec na jednu sniSku se po sani na imunizovanych mysich
zmensilo pfiblizné na polovinu (Milleron et al., 2004).

V pokusech o nalezeni proteinu, ktery by vrekombinantni podob&¢ mohl byt
pouzitelny jako souédst vakciny proti leishmanioze, byl popsan protein ze slin

Phlebotomus papatasi o molekulové velikosti 15 kDa (pojmenovan PpSP15), ktery byl
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schopen chranit vakcinovanou mys$ pted infekci Le. major, a to i v ptipadé, Ze paraziti
byli inokulovani s lyzatem slinnych Zlaz P. papatasi (Valenzuela et al., 2001). Ochrana
pretrvavala nejméné po dobu tfech mésicli. Vakcina plisobila jak humoralni, tak DTH
reakci. I mySi deficientni v B-burikach s inokulovanym SP-15 plazmidem bezpecné
kontrolovaly néakazu leishmanii se slinami. Z toho lze usoudit, Ze DTH odpovéd

zajiStovala vét§inu nebo viechny obranné efekty této vakciny (Valenzuela et al., 2001).

2.3. Komari (Culicidae)

2.3.1. Epidemiologie

Komafi jsou dalsi zastupci nematocernich Dipter. Z hlediska humanni mediciny
jsou pro nas komaéfi (zejména rody Anopheles, Aedes a Culex) velice vyznamni, a to
proto, Ze vystupuji jako vektofi nebezpecnych onemocnéni. Vzhledem k velkému vyctu
pfenaSenych agens zminim pouze nékteré z nich. Aedes aegypti ptenasi flaviviry, které
zpusobuji zZlutou =zimnici ¢&i hore¢ku Dengue, druhy zkomplexu Anopheles
maculipennis nebo Anopheles gambiae pak §iti prvoky rodu Plasmodium, kteti
zplsobuji hore¢naté onemocnéni — malarii. I tyto choroby jsou evidovany na seznamu
deseti nejrozsitenéjsich onemocnéni (WHO).

2.3.2. Sani

Koméii jsou stejné jako flebotomové typicti doCasni parazité a doba jejich sani se
pohybuje fadov€ v minutdch. Krev saji pouze samice, které ji potiebuji k dokonéeni
vyvoje vaje€nikl, samci se Zivi pouze cukernymi §tavami. Komati jsou schopni nasat
mikrolitry az desitky mikrolitrd krve, a to nejen z povrchovych, ale i hlubsich vrstev

malych cév (Beaty & Marquardt, 1996).
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2.3.3. Sliny komari

Sliny komard maji antihemostatické a imunomodulaéni aktivity. Slouzi mimo jiné i
k lokalizaci cév (Ribeiro & Rossignol, 1984 podle Ribeiro, 1987). Ve slinach komart
byla popsana pfitomnost apyrazy (Ribeiro & Sarkis, 1984 podle Ribeiro, 1987).
MnozZstvi apyrazy ve slinach samic je druhové specifické a pfedpoklada se, Ze souvisi
s rozdilnou délkou sani jednotlivych druhti (Ribeiro, 1987). Mezi dal$i komponenty slin
patii naptiklad antikoagulanty (Ribeiro, 1987), u Aedes aegypti pak byl popsan inhibitor
faktoru Xa (Stark & James, 1998) nebo sialokinin s vazodilataénimi G¢inky
(Champagne & Ribeiro, 1994).

2.3.4. Protilatkova odpoved’

Na prvni sani komart reaguji hostitelé kozni hypersenzitivni reakci. Ptesto, Ze je
pobodani spojeno s neptijemnostmi napfiklad v podobé svédéni, otékani mista kontaktu
nebo alergiemi, zpravidla nedochézi k extrémnim reakcich — anafylaktickym Sokim
(Peng et al., 2004), jako je tomu né€kdy u muchni¢ek ( Cupp & Cupp, 1997).

V sérech opakované pobodanych lidi byl zaznamenan nartst specifickych IgG
(konkrétné IgG1 a IgG4) a IgE (Brummer-Korvenkontio et al., 1994, Peng et al., 2004).
Pozitivni korelace byla prokazdna mezi mnozstvim IgE a velikosti otoku pobodaného
jedince (Brummer-Korvenkontio et al. 1997b). Peng et al. (2004) pozorovali zmény
hladiny protilatek u déti ve v€ku od 1 mésice do 18 let. Byla prokdzdna nepfima
korelace mezi vékem jedincti a mnoZstvim protilatek (IgG, IgE) v séru testovanych
osob. Pro IgG bylo maximalni hladiny dosazeno u déti ve véku od 1 do 6 mésict a pro
IgE u déti od 6 mésicti do jednoho roku Zivota (Peng et al., 2004). Od patého roku
Zivota postupné klesala hladina specifickych protilatek. Ve véku 16 let se protilatky

ustélily na hlading, které byla srovnatelna s hladinou protilatek dospélych pobodanych
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lidi. V sérech pobodanych chlapci byla naméfena prokazateln¢ vyssi hladina IgG nez u
divek (Peng et al., 2004).

Peng & Simons (1998) se pokusili o navozeni desenzitizace u lidi. Kazdé dva tydny
vystavili pokusné osoby sani 100 komart Culex quinquefasciatus po dobu 50 tydn.
Hladina IgG i IgE doséahla svého vrcholu béhem patého tydne stejné tak jako opozdéna
a Casna kozni reakce. Hladina IgE se vrétila do vychozi hodnoty po 26 tydnech a
hladina IgG po 39 tydnech. Spole¢né s poklesem protilatek se oslabovala 1 kozni reakce,
coz vyustilo po 48 tydnech v desenzitizaci (Peng & Simons, 1998).

Pomoci protilatek z opakované satych hostiteld byly stanoveny hlavni antigeny slin
Aedes communis, Aedes aegypti a Anopheles stephensi (Brummer-Korvenkontio et al.,
1990, Brummer-Korvenkontio et al., 1997a). U Ae. communis to byly antigeny o
molekulové velikosti 22-, 30-, 36- kDa, u Ade. aegypti 31-, 36-, 46- a 64 — 66 kDa
antigeny a u An. stephensi 46- kDa peptid. Ve slinach samci Zadné antigeny
zaznamenany nebyly (Brummer-Korvenkontio et al., 1997a). Séra mysi pobodanych Ae.
communis nereagovala s antigeny slin Ae. aegypti ani An. stephensi. Byla detekovana
slaba zktizena reakce anti-Ae. aegypti protilatek s antigeny Ae. communis a An.
stephensi. Protilatky proti An. stephensi pak slab& reagovaly s antigeny Ae. communis i
s Ae. aegypti (Brummer-Korvenkontio et al., 1997a).

Testy ukazaly, Ze lidské IgG4 a IgE se vaZzou ke vSem hlavnim antigentim slin Ae.
aegypti 1 Ae. communis (Brummer-Korvenkontio et al., 1994, Brummer-Korvenkontio
et al., 1997a). IgE z lidskych sér se nejsilngji vazaly na 36-, 46-, a 68-kDa protein slin
An. stephensi. Nejsilnéjsi reakce ale byla zaznamenana v pfipad€ 46-kDa proteinu, ktery
by mohl byt zodpovédny za alergické reakce lidi (Brummer-Korvenkontio et al.,
1997a). Lidské IgG4 a IgE ze sér pobodanych déti se vazaly ke stejnym antigenim jako

protilatky experimentalné imunizovanych mysi (Brummer-Korvenkontio et al., 1997a).

14



2.4. Ostatni krevsajici hmyz

2.4.1. Muchnicky (Simuliidae)

Muchni¢ky patii mezi nematocerni Diptera. Jedna se o pienaSece lidského patogena
Onchocerca volvulus, puvodce fti€ni slepoty. Muchni¢ky maji silné antigenni a
alergenni sliny a mohou zpusobit velice intenzivni hypersenzitivni odpovéd’ hostitele,
od edému ¢i puchyi, ptes krvaceni do vnitinich organt, az po ochrnuti dychacich svali
s nasledkem smrti (Cupp & Cupp,.1997). Ve slinach muchniéek byly detekovany silné
vazodilatatory, konkrétné¢ EIF (erythema inducing factor), inhibitory koagulaéniho
faktoru Xa, hyaluronidaza (Ribeiro et al., 2000), histamin (amin s vazodilataénim
efektem) a apyraza (inhibice agregace desticek) (Cross et al., 1993).

V sérech mys3i intraperitonealné imunizovanych i opakované pobodanych Simulium
vittatum byla zaznamenana zvySena hladina IgG, IgE a IgM (Cross et al.,, 1993).
Protilatky proti slinam S. vittatum byly pouZity k identifikaci spole¢nych imunogent a
alergeni ve slindch ostatnich testovanych druhti. Byl pozorovan velky stupeil
podobnosti proteinovych profila slin S. vittatum a S. argus. Cetné zk¥iZzené reakce se
vyskytovaly mezi S. vittatum a S. argus, slabé s S. ochraceum a Zadné s antigeny S.
metallicum (Cross et al., 1993). IgE ze sér imunizovanych mysi rozeznavaly 37 kDa
protein slin S. vittatum, S. ochraceum a S. argus. Na tuto molekulu se vazaly i anti- S.

vittatum 1gG a IgM, ale pouze u S. vittatum a S. argus (Cross et al., 1993).
2.4.2. Glossiny (Glossinidae)

Glossiny patfi mezi brachycerni Diptera. Mezi jejich hostitele patii zejména antilopy
a dobytek. Maji masivni sosak, coZ souvisi se zvySenou bolestivosti pobodani. Od

ptedeslych zastupcd se li§i tim, Ze krev saji ob€ pohlavi. Glosiny napadaji své sav¢i
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hostitele i nékolikrat denné, saji pfiblizné nékolik minut a ubytek krve se pohybuje
fadové v mikrolitrech az desitkach mikrolitrii (Beaty & Marquardt, 1996). Z hlediska
humanni mediciny jsou glossiny vyznamné piedev§im jako vektoti Trypanosoma
gambiense a Trypanosoma rhodensiense, které zpisobuji u lidi africkou spavou nemoc.

Ve slinach Glossina morsitans byla prokazana antitrombinova aktivita (Parker &
Mant, 1979), kterd zpuisobuje inaktivaci thrombinem indukované drdhy agregace
desti¢ek. Mezi dalsi latky, které byly identifikovany ve slinach glossin, patii naptiklad
apyraza (Parker & Mant, 1979).

Sani Glossiny morsitans centralis na laboratornich kralicich vyvolavalo
hypersenzitivni reakce ¢asného i opozdéného typu (Ellis et al., 1986). Po prvnim sani
se objevily v misté sani neutrofily a eosinofyly a navenek se sani projevovalo pouze
malymi hemoragiemi. Na druhé sani (5 minut po pferuSeni druhého sani ) zareagovala
vétSina hostiteld Casnou hypersenzitivni odpovédi v podobé dvojnasobného zdufeni
mista sani, hyperemii a erythemii. Zanétliva reakce se vyznacovala pifedev§im zvySenou
akumulaci eosinofili a mastocytl v misté¢ sani. Po 24 hodinach tato zanétliva reakce
odeznivala. U zbylych tfech kraliki se ¢asnd hypersenzitivni odpovéd’ objevila aZ po
Sestém sani. Kralikim, ktefi byli séni vystaveni 3x tydn€ po dobu jednoho roku, se
objevovaly bezprostiedné po sani malé hemoragie. Pfiblizn€ 2 hodiny po séani se
pobodani projevilo mirn€ zvySenou kumulaci granulocytd, pfedevsim eosinofilt. Po 24
hodinach se charakter reakce zménil a vyznacoval se zvySenou kumulaci lymfocyti,
makrofagi a plazmatickych bunék (Ellis et al., 1986) Pravé plazmatické buriky jsou
zodpovédné za zvySovani hladiny protilatek. V séru téchto zvifat byla experimentalné
prokédzana pfitomnost IgG a IgE. U IgE byla zaznamenana korelace s vyskytem
alergickych reakci ( Ellis et al.,, 1986). Matha & Weiser (1988) neprokazali vliv

protilaték proti slindm glossin na délku Zivota dospélci. Pozorovéna nebyla ani korelace
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mezi zvySovanim hladiny protilatek a aktivitou ,killing* faktoru v krvi hostitele, ktery
zpusobuje smrt nasatych glossin.V sérech pobodanych kraliki ale ,killing* faktor
popsan byl a lze jim pasivné imunizovat naivniho hostitele (Matha et al., 1989).

2.4.3. Triatomy (Reduviidae — Triatominae)

Zaketnice patii mezi Heteroptera. Na svém hostiteli saji triatomy fadové desitky
minut a mnoZstvi nasaté krve mulZe pfesahovat jeden mililitr. Patfi sem pfenaSeci
Trypanosoma cruzi, ktera u lidi zpisobuje Chagasovu chorobu.

Sliny usnadriuji krevsajicim zakeinicim lokalizaci kapilary (Ribeiro, 1987) a maji
antihemostaticky efekt (Ribeiro & Garcia, 1981). Slinami triatom jsou inhibovany drahy
agregace a degranulace desti¢ek i koagulace. Ribeiro & Garcia (1980) popsali ve
slinach pfitomnost apyrazy, ktera §t€pi ATP a ADP na AMP. Sliny Rhodnius prolixus
maji antithromboxanovou (Ribeiro & Garcia, 1981), antiserotoninovou a
antihistaminovou aktivitu (Ribeiro, 1982) a inhibuji agregaci desti¢ek zprosttedkovanou
thrombinem i kolagenem (Ribeiro & Garcia, 1981). Ve slinach R. prolixus byl

zaznamenan vyskyt nitrophorinu, ktery je vyznamnou vazodilata¢ni molekulou (Ribeiro

et al., 1995).

V sérech lidi pobodanych triatomami byla pozorovana zvySena hladina IgE
(Marshall et al., 1986). Bylo prokazéano, Ze protilatkova i alergicka odpovéd’ lidi na
pobodani krevsajicimi zakefnicemi je druhové specifickd. U lidi alergickych na
pobodani Triatoma protracta nebo T.rubida se pii koZnim testu objevila reakce pouze
se slinami pfisluSnych druhG. Vazba IgE na antigeny slin T. protracta nebyla
inhibovéna slinami T. rubida, T. cavernicola, T. rubrofasciata ani Rhodnius prolixus
(Marshall et al., 1986). Opakované sani Triatoma infestans vyvolavalo u mysi zvySenou

tvorbu specifickych IgE protilatek (Volf et al., 1993). Vyvoj antigenné-specifické
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protilatkové odpovédi byl rychlejsi u mysi vystavenych sani nymf, ale vyssi hladina
protilatek byla zaznamenana u mysi pobodanych dospélci (Volf et al., 1993).

Proteiny slinnych Zlaz T. infestans mohou vyvolavat u lidi lokalni a systémove
hypersenzitivni reakce (Nascimento et al., 2001). IgG1 a IgG4 byly popsany jako hlavni
protilatky reagujici se slinami T. infestans (Nascimento et al., 2001). IgGl byly
detekovany v sérech pacientl postizenych Cﬁagasovou chorobou a v sérech lidi zijicich
v oblastech s béZznym vyskytem T. infestans. Vys§i hladina IgG1 byla pozorovana u
pacientl s Chagasovo chorobou v porovnani se zdravymi jedinci z oblasti s triatomami i
bez nich. Zdravi jedinci ze zamotenych oblasti vykazovaly vyssi hladiny IgG1 nez lidé
z oblasti bez triatom. ZvySena hladina IgG4 reagujici se slinami 7. infestans byla
popsana u lidi trpicich Chagasovou chorobou, ale i u ostatnich jedinci byly IgG4
v malém mnoZstvi zaznamenany (Nascimento et al., 2001). Séra lidi z oblasti s béZnym
vyskytem krevsajicich zakefnic (bez rozdilu jsou-li zdravi ¢i trpi Chagasovo chorobou )
rozeznavala vét§i mnozZstvi antigenl ve slindch triatom nez lidé z nezamotenych oblasti

(Nascimento et al., 2001).
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3. Zaveér

Tato bakalafska prace shrnuje poznatky o problematice protilatkové odpovédi na
postipani krevsajicim hmyzem. U skupin hmyzu, na které jsem se v této préaci zaméfila
vyvolava opakované sani u hostitele tvorbu specifickych IgG a IgE, ojedinéle byly
pozorovany zvySené hladiny IgM. IgM jsou prvni protilatky, které se po styku
s antigenem zacinaji tvofit. Jsou méné specifické, ale jsou jsou schopné dobte aktivovat
komplement. Mirn€ zvy$ena hladina IgM byla pozorovana pouze u hostiteli opakované
vystavovanych antigenlim muchnic¢ek (Cross et al., 1993). Z IgG rodiny byly nejcastéji
zastoupeny IgG1 a IgG4. IgGl, které velmi dobte aktivuji kompiement a vazou se na
receptory fagocytld, byly ve zvySené mife pozorovany u hostiteld pobodanych
flebotomy (Gomes et al., 2002, Silva et al., 2005), komary (Brummer-Korvenkontio et
al., 1994, Peng et al., 2004) nebo triatomami (Nascimento et al., 2001). Vyskyt I1gG4,
které neaktivuji komplement a které se na receptory fagocytti vazou s mensi afinitou,
byl zaznamenan v sérech lidi vystavenych sani komari (Brummer-Korvenkontio et al.,
1994, Brummer-Korvenkontio et al., 1997a, Peng et al., 2004), ale pfedevSim triatom
(Nascimento et al., 2001). ZvySena hladina IgG protilatek proti slindm krevsajiciho
hmyzu u lidi dobie koreluje s vyskytem pienaseného onemocnéni (Barral et al., 2000,
Nascimento et al., 2001, Gomes et al., 2002, RohouSova et al., 2005). IgE jsou v ptipadé
krevsajiciho hmyzu zodpovédné predevsim za alergické reakce (hypersenzitivni reakce
typu I). Vazbou IgE na receptory Zirnych bunék a bazofili dochazi k jejich degranulaci
a soucasné uvolnéni biologicky aktivnich mediatori. Tyto protilatky byly pozorovany
v sérech hostiteld pobodanych vSemi zmifiovanymi skupinami. U komari byla
prokazana pozitivni korelace mezi hladinou IgE a velikosti otoku pobodaného jedince

(Brummer-Korvenkontio et al., 1997).
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Studium tvorby protilatek a jejich dynamiky je velice vyznamné z hlediska
epidemiologie. Sliny vektort, které jsou inokulovany do hostiteli béhem sani, maji
rozhodujici roli v pfenosu patogenti, zvySuji jejich virulenci a tim i Gspé$nost pienosu.
Zvysené hladiny protilatek mohou slouZit jako dikaz pobodani krevsajicim hmyzem a

mohou pomoci odhadnout riziko pfenosu nakazy v endemickych oblastech.
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