byt atakovana aminoskupinou aa-tRNA, ale
chranéna pred hydrolyzou.

Na tomto mist€ si neodpustim jednu re-
miniscenci. V r. 1973 bylaJ. Cernou a I. Rych-
likem publikovana prace, na niz jsem se
také podilel. Poprvé a jasné prokazovala, ze
23S rRNA, jeji integrita jsou nezbytné pro
peptidyltransferaizovou aktivitu a zvlasté
pro vazbu -CCA konce peptidyl-tRNA do P
mista PT centra ribozomu. Vysledky jsme
interpretovali podle dobového konsenzu,
ze kdyz 23S rRNA vytvari kostru pro vazbu
Lkatalytickych bilkovin“ PT centra, tak po-
tom uz i malym narusenim této kostry se
jejich vazba zméni, nebo se omezi pristup
pro substrat, a ztrati se tim i PT aktivita.
Moznost, Ze by jen sama RNA stacila na PT
aktivitu, z nasich vysledku prirozené také vy-
plyvala, ale nikdo si v té€ dobé nedovolil, a ani
my, na néco takového jen pomyslet. Také
zadné podobné vysledky o RNA jako moz-
ném enzymu nebyly v té dobé k dispozici
a do objevu ribozymi zbyvalo jesté 10 let.

Ale tak jednoduché to zfejmé také nebu-
de. Jak bylo feceno, zajiSténi celistvosti
a presné konformace usekt 23S rRNA v PT
centru je nezbytné pro chod peptidyl-
transferazové reakce. 16 S i 23S rRNA jsou
nadany samosbalovaci schopnosti, ¢imz se
primarné uréi napt. celkovy tvar 30 S i 508
podjednotky (A. Spirin). Pro uvedeni PT
centra do aktivniho stavu to vSak zfejmé
nestaci, nebot samotna 23S rRNA nema PT
aktivitu. K jejimu obnoveni je tfeba pone-
chat nebo dodat nékteré ribozomalni bilko-
viny (napf. L2, L3, L27). Na druhé strané ani
zadna samotna r-bilkovina neni schopna
katalyzovat tvorbu peptidické vazby. Do-

hromady to naznacuje, Ze obé€ stavebni
slozky 50S podjednotky jsou nakonec pro
funkci PT centra nezbytné. Jak tedy uvést
v soulad krystalografické modely PT centra
a rekonstituc¢ni vysledky? Vysvétleni, které
se dnes nabizi, miZe byt asi nasledujici: Pfi-
tomnost urcitych ribozomalnich bilkovin je
zifejmé nezbytna k uvedeni PT usekt 23S
rRNA a/nebo substratti do aktivni konfor-
mace pro katalyzu PT reakce. Neboli zda se,
Ze bilkoviny, i kdyZ ne pfimo, by prece jen
mohly mit na chodu PT reakce svtj (dilezi-
ty) podil.

Mé¢li jsme moznost trochu nahlédnout
do molekularnich a atomovych mechanis-
mu proteosyntézy, zvlasté pak probrat, jak
se strukturni schopnosti RNA vyuzivaji k vy-
tvoreni aktivniho ribozomu. Ukazalo se, Ze
jak ribozom, tak jeho substrity jsou vybra-
né dynamické molekuly, jejichZ konformac-
ni premény jsou nedilnou soucasti téchto
pochodt. Je zfejmé, Ze molekuly RNA hraji
hlavni ulohu jak pri dekodovani mRNA, tak
i pri tvorbé peptidové vazby. Ribozom je
tak strojem vybavenym ribozymovym me-
chanismem. Navic jak jeho dekodovaci cen-
trum, tak PT centrum vyuZivaji mechanis-
mus ,induced-fit* ke zvySeni substritové
specificity. To by mohlo i znamenat, Ze se
tento mechanismus vyvinul uz v RNA svété,
a Ze i v tomto ohledu RNA predbéhla pro-
teiny. Stereochemické propojeni mezi fisi
aminokyselin a fi$i nukleotidi preslo do?
/ztstalo v? rukou starodavnych bilkovinnych
enzymu — aminoacyl-tRNA syntetaz.

Ackoli obecna schémata proteosyntetic-
kého pochodu se bézné probiraji v kazdé
ucebnici biochemie, pri vysvétlovani né-

Interakce klisté—hostitel
l. Sani krve a prenos patogenu

Tereza Matéjovska

vev s

vektory z kmene ¢lenovct (Arthropoda). Na ¢lovéku parazituji a prenaseji na néj
razna onemocnéni zastupci dvou tfid ¢lenovct: hmyzu (Insecta, predevsim
komari — Culicidae) a pavoukovcl (Arachnida), nejvice zastupci podradu klis-
tat (Ixodida). Ten se dale déli na Celedi Ixodidae (klistata), Argasidae (kliStaci)
a Nuttallidae (blize Ziva 2002, 2: 73-76).

Prijem potravy (sani krve) ektoparazitl je ztizen faktem, zZe hostitel ma ucinné
mechanismy, jak zabranit ztrat€ krve a tedy i nasati. Na druhé stran¢ sliny ekto-
paraziti obsahuji Sirokou $kalu biologicky aktivnich latek, které umoziuji obran-
né mechanismy hostitele obejit. V dlouhodobé koevoluci parazit-hostitel se stra-
tegie obrannych molekul jak na stran€ parazita, tak na strané€ hostitele neustile

vy v

ktery se snazi ztraté krve zabranit?

Vsechny druhy kliStat saji krev svych
hostiteld, ale jen 10 % z celkového poctu
(k dnesnimu dni asi 899 druhi) ma schop-
nost pfenaset patogenni organismy — viry,
bakterie a prvoky — na clovéka. VSechny
patogeny se do kliStéte dostanou béhem
sani na infikovaném hostiteli a pfi nasledu-
jicim sani se prenaseji skrze slinné zlazy
na dalSiho hostitele. Z klistak pfenasi ne-
moci na c¢lovéka jen rod Ornithodoros,
hlavnimi vektory patogenti jsou predevsim
kliStata.
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K nejznaméjsim virovym infekcim pre-
nasenym klistaty patii klisStova encefalitida
se tfemi podtypy (evropska, vychodni a si-
birska) zptsobena virem TBE (Tick Borne
Encephalitis) z cel. Flaviviridae, do které
patii i ptuvodci dalsich onemocnéni — pro
vétsi prehlednost uvadime podrobnosti v ta-
bulce (tab. 1). Z dalsich virovych celedi je
tfeba jmenovat Reoviridae, Bunyaviridae
a Asfarviridae.

Nejznaméjsim zastupcem bakteridlnich
onemocnéni prenasenych klistaty (tab. 2)
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kterych pochodt na molekulirni drovni,
a tedy i snaze o pochopeni jejich mecha-
nismu, se mnohde stile jest€¢ dostavame do
uzkych. Zatimco v porozuméni mechanis-
mu presnosti dekédovani ¢i peptidyltrans-
ferazového kroku translace byl ucinén dra-
maticky pokrok, v jinych pripadech, napf.
posunu molekul tRNA v ribozomu z mista
A do mista P, posunu mRNA, spiazeni hyd-
rolyzy GTP s témito pochody atd., tak dale-
ko nejsme. Trivialni otazky, jako jak mole-
kula tRNA prerusi a znovu vytvoii kontakt
s ribozomem, kdyZ se posouva témér o 50 A
z jednoho do druhého mista, zdstavaji ne-
zodpovézeny. Jak nezavisle fikaji V. Rama-
krishnan a H. Noller, k aplnému objasnéni
molekuliarni dynamiky pochodu translace
v atomovém rozliSeni potfebujeme umét
natocit souvisly film v tomto rozliSeni, za-
tim vSak mame spiSe jen jednotlivé obrazky.
Nasazeni vsech modernich pfistupt krys-
talografickych a kryoelektronmikroskopic-
kych, kinetickych analyz, zobrazovacich
technik ke sledovani jedné molekuly a dale
pocitacovych simulaci molekularni dynami-
ky na atomovych strukturnich modelech
bude vysoce zadouci. (Ackoli by se v soucas-
nosti zdalo, zZe pro simulace bude ribozom
se svymi 2 640 000 atomy zcela nespolk-
nutelné sousto, takova simulace — wviibec
nejvetsi ve svété — uz prekvapivé probiha
v Los Alamos Nat. Laboratories v USA.)
Vzhledem k ustfedni uloze, kterou ma trans-
lace v biologii, by se to jist¢ mélo vyplatit.
Predevsim je to jedinec¢na prilezitost, jak do-
bfe rozjetou studii néjakého biochemic-
kého stroje dotahnout jako prvni az blizko
nebo do samotného konce.

je lymska boreli6za zpusobena spirocheta-
mi komplexu Borrelia burgdorferi sensu
lato (prokazatelné typy B. burgdorferi sen-
su stricto, B. afzelii, B. garinii a B. valaisia-
na). Klistata dale prenaseji napt. bakterie
zpusobujici tularémii (Francisella tularen-
sis), intracelularni bakterie z Cel. Rickettsia-
ceae a dal$i choroby, které opét pfiblizuje
podrobnéji tabulka.

V neposledni rad¢ je tfeba uvést parazi-
tarni onemocnéni z kmene Apicomplexa
(nejznaméj$im zastupcem je puvodce ma-
larie — rod Plasmodium). Z. téchto nemo-
ci je znama babesioza a teilerioza. Babe-
sioza je zavazné a smrtelné onemocnéni jak
Clovéka (Babesia microti), tak i skotu (B. di-
vergens a B. bovis) a prenaseji ho kliStata
rodu Ixodes, Rbipicephalus, Hyalomma
(viz obr.) a Amblyomma. Teilerioza (Thei-
leria parva) se vyskytuje predevsim u ovci
a dobytka v celé Africe, vektory jsou kliStata
rodu Rbipicephalus.

V Ceské republice patii k nejzavaznéjsim
onemocnénim prenasenym klistaty klistova
encefalitida (Ziva 2001, 4: 150-152) a lym-
ska borelioza, jejichz vektorem je klisté
obecné Ixodes ricinus (viz obr.).

Sani krve kliStaty

Uspésny piijem potravy je Zivotné dtile-
zity pro dokonceni vyvojového cyklu klis-
téte, preziti a nakladeni vajicek samickou.
Na druhé strané, t€lo hostitele je béhem sani
vystaveno poskozeni kiize, zanétlivé reakci
a moznému prenosu patogent. Pomoci
chelicer klistéte dochazi k pruniku saciho
orginu — hypostomu do kaze hostitele,
coz ma za nasledek poskozeni epidermal-
nich a dermalnich bunék vcetné mistnich
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cévek. Sani klistat je dlouhodoby proces,
béhem kterého se vyviji silna odpovéd hos-
titele, zahrnujici jak slozku hemostatickou
(zastavujici krvaceni), tak zanétlivou. Klisté
se témto mechanismiim brani pomoci se-
krece biologicky aktivnich latek ze slin-
nych zlaz (Ziva 2002, 2: 73-76). Slinné
Zlazy patri v téle klistéte mezi nejveétsi a jsou
nezbytné pro uspésny prijem krve. Zaro-
ven jsou cestou pifenosu mnoha patogenti
do t€la hostitele. U klistakt mtize navic do-

jit k prenosu infekce na hostitele i cestou
pres koxalni (kycCelni) zlazy, které u této
celedi slouzi k vymésovani prebytecnych
tekutin pfi sani.

Obrana hostitele:
zastava krvaceni — hemostaza

Thned po poranéni cévy klistétem docha-
zi ke stazeni cévy — vazokonstrikci. Ta je
vysledkem nejen reflexivni ¢innosti svalové
vrstvy cévy, ale i odpovédi na mnoho fak-

Nejvyznamnéjst kroky koagulacni kaskddy (KK)
obratlovcii. Béhem tvorby krevni zdtky jsou
v kervi volné pritomné bilkoviny KK enzymaticky
Stépeny na aktivni molekuly, které ndsledné stépi
dalst faktory této kaskddy. Ve nakonec vyisti
v pfeménu protrombinu (neaktivni molekula,
koagulaini faktor & II) na trombin (proteo-
byticky enzym), ktery mént fibrinogen (bilkovina
krevni plazmy diilezitd pro srdZent krve — koa-
gulaéni faktor & 1) na fibrin. Jeho polymeraci
vznikd vldknity fibrin. Celd kaskida md 12
koagulacnich faktorii. Obr. z archivu autorky

tort uvolnovanych z aktivovanych desticek
(serotonin, tromboxan A — produkt pre-
mény Kyseliny arachidonové) nebo vznika-
jicich béhem aktivace koagula¢ni kaskady.

Krevni desticky — trombocyty dokazi
zformovat krevni zatku béhem nékolika se-
kund. K jejich aktivaci dochazi pfi styku
s kolagenem béhem poranéni cévy kliSté-
cim hypostomem. Po této primarni aktivaci
se rychle méni tvar trombocytti a dochazi
k degranulaci jejich granul — malych vackt
v bunkach obsahujicich farmakoaktivni mo-
lekuly (adenosindifosfait — ADP, tromboxan
A a trombin), pfi niZ se vacky spoji s cyto-
plazmatickou membranou a jejich obsah se
vylije ven z buiiky.

Tyto latky se vazou na povrch krevnich
desticek, které jsou nasledné pospojovany
a utvori krevni zatku.

Tab 1. Vyskyt a zarazeni jednotlivych virovych onemocnéni a jejich nejcastéjsi prenaseci (podirZené nejcastéjsi vektor)

Celed Patogen Onemocnéni PfenaSec Rozsifeni
Flaviviridae | TBE virus kliStova Ixodes ricinus, I persulcatus, I. trianguliceps, 1. hexagonus, Evropa, Rusko
(RSSE, CEE) | encefalitida Dermacentor marginatus, Haemaphysalis inermis, H. punctata
KFD virus nemoc kyasanurského lesa Haemaphysalis spinigera Indie
OHF virus | omska hemoragicka horecka | Dermacentor reticulatus, I. apronopborus Sibif
PE virus powassanska encefalitida L _cookei, I. marxi, D. andersoni, 1. spinipalpis, vyjim. I pacificus | Severni Amerika
LI virus louping ill — skotska L _ricinus, Rbipicephalus appendiculatus, Velka Britanie, Irsko
encefalitida Hyalomma anatolicum
Reoviridae | CTF virus koloradska D. andersoni, D. albipictus, D. parumapterus, Severni Amerika
klistova horecka Haemaphysalis leporispalustris
Bunyaviri- CCHF virus | krymsko-konzska 29 druhti: napt.: Ornithodoros laborensis, D. marginatus, Afrika, Rusko, Evropa,
dae hemoragicka horecka Hyalomma marginatum, R. rossicus, Amblyomma variegatum | Asie
NSD virus | nairobska nemoc ovci Rbipicepbalus appendiculatus vychodni Afrika (Kena)
Asfarviridae | ASF virus africka horecka prasat Ornithodoros moubata Afrika-Sahara, j. Evropa

Tab. 2 Prebled bakteridlnich onemocnéni prendsenych Rlistaty (podtrZené nejuyznamnéjsi vektor)

Zatrazeni Druh Onemocnéni PfenaSec Rozsifeni
Spirochaetaceae Borrelia burgdorferi lymska borelioza L ricinus, I ovatus, L. scapularis, I. turdus, Evropa, Asie,
(Celed) sensu lato L pacificus, I. dentatus, I persulcatus ad. Severni Amerika

B. recurentis, B. hermsii, | navratna horecka O. moubata, O. rudis, Afrika, Asie,

B. duttoni O. bermsi, O. erraticus Amerika
Gramnegativni Francissella tularensis tularemie D. variabilis, Amblyomma sp., Severni Amerika,
aerobni tycky D. andersoni Rusko
Rickettsiaceae Rickettsia rickettsii horecka skalistych hor D. variabilis, D. andersoni Skalisté hory (USA)
(Celed)

R. conorii stredomorska R. pumilio, R. sanguineus Stredomori,

a astrachanska horecka severni Afrika

R. australis

queenslandsky klistéci tyfus

I holocyclus

Australie, Novy Zéland

R. sibirica severoasijsky klistéci tyfus | D. nuttalli, Haem. japonicum, D. marginatus | Stfedni Asie, Slovensko
R. slovaca klistova lymfadenopatie D. marginatus, D. reticulatus jizni, zap. a stf. Evropa
Coxiella burnetii Q horecka Ixodidae, Argasidae celosvétove
Ebrlichia chaffeensis monocyticka ehrlichi6za A. americanum, D. variabilis Severni Amerika
Anaplasma granulocyticka I ricinus, R. saguineus, D. variabilis Evropa,
phagocytopbilum ehrlichioza Severni Amerika
E. ruminantum kovdrioza prezvykavct A. bebreum, A. variegatum Afrika
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Shlukovani (agregace) krevnich desticek
je v tésném vztahu s dals$im mechanismem
zabranujicim uniku krve — koagulac¢ni kas-
kadou. Jde o soubor enzymatickych déja,
jejichz vysledkem je preména rozpustného
fibrinogenu v nerozpustny fibrin (tj. premé-
na tekuté krve v gel). Ten spolu s krevnimi
destickami tvofi mechanicky odolnou defi-
nitivni krevni zatku. Hemokoagulace se
ucastni latky oznacované jako koagulacni
faktor I-XII, které tvofi vnitini, vnéjsi a spo-
le¢ny koagulacni systém. Aktivuji se pouze
v misté poranéni, napft. pri styku s kolage-
nem, bazalni membranou, membrinovymi
fosfolipidy ¢i tkanovym faktorem (TF) —
latkami, které se uvoliuji z poskozenych
bunék a aktivovanych trombocyti.

Obrana proti obrané:
inhibice hemostaze

Klistata Cel. Ixodidae patii mezi pomalu
krevsajici (hematofagni) ¢lenovce, a proto
se u nich vyvinuly mechanismy, jak zabra-
nit srazeni krve hostitele béhem prijmu po-
travy. V reakci na koagulac¢ni kaskadu, ktera
je schopna ve spolupraci s agregaci desti-
¢ek béhem nékolika malo minut zastavit
unik krve, doslo u klistat k vyvoji velkého
mnozstvi specifickych inhibitort hemo-
staze, které jsou obsazeny v jejich slindch.
Rada z téchto litek byla v poslednich 10-15
letech identifikovana. Zaroven se prokaza-
lo, Ze latky fungujici na podobnych princi-
pech se nachazeji i u ostatnich krevsajicich
¢lenovct, jako jsou komari, blechy, sténice,
klistaci atd.

Proces agregace krevnich desticek maze
byt zastaven slozkami kliStécich slin v né-
kolika fazich oznacenych jako preaktivacni
(drive nez jsou na receptory krevnich des-
ticek navazany aktivatory agregace), post-
aktivacni (v této fazi se kliStéci molekuly
vazi na jiz pozménéné aktivované trombo-
cyty a brani jejich agregaci) a postagregac-
ni (trombocyty jsou jiz pospojované, ale
odebrinim fibrinogenu muze dojit k uvol-
néni jednotlivych krevnich desticek).
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Mezi farmakoaktivni latky vyskytujici se
v preaktivacni fazi agregace desticek muze-
me zaradit apyrazu (ATP-difosfohydrolaza)
— enzym, ktery byl identifikovan u vétSiny
krevsajicich clenovcu vcetné klistat I sca-
pularis a Ornithodoros moubata. Nebyl
vsak nalezen u klistéte Amblyomma ame-
ricanum. Tento enzym ma hydrolytickou
aktivitu, diky niz pfeménuje ATP a ADP na
AMP (adenosinmonofosfat) a tim zabranuje
aktivaci desticek. DalSimi latkami atakuji-
cimi ADP jsou nebilkovinné slozky slin —
prostaglandiny PGI, a PGD,, které zabranu-
ji sekreci ADP béhem aktivace desticek.
Inhibitory trombinu (napf. boofilin z kliStéte
Boophilus microplus) maji za kol branit
aktivaci krevnich desti¢ek trombinem a za-
roven zpomaluji koagula¢ni kaskadu, jejiz
je trombin také soucasti. Desticky, jak uz
bylo zminéno, mohou byt aktivované i kola-
genem, ¢emuz zabranuje specificky inhibi-
tor kolagenu, nalezeny u klistéte O. mouba-
ta, a protein TAI (Tick Adhesion Inhibitor),
ktery brani adhezi desticek na kolagenovou
matrix.

Mezi inhibitory, které klisté vylucuje
v postaktivacni fazi agregace krevnich des-
ticek, patfi proteiny variabilin (Dermacen-
tor variabilis), savignygrin (O. savignyi)
a disagregin (O. moubata). VSechny inhi-
buji vazbu fibrinogenu na integrin o3,
(na povrchu desticek) a tim zabranuji shlu-
kovani aktivovanych desticek.

Pokud se nezdafilo zabranit agregaci des-
ticek predchozimi latkami, mohou byt des-
ticky uvolnény pomoci tzv. [Ib3 antagonistd,
ktefi sout€zi o dany receptor s fibrinoge-
nem. Dal$i moZnosti je proteolyza navaza-
ného fibrinogenu nebo dfive zminéna apy-
raza, ktera dokaze uvolnit i jiz agregované
desticky pomoci odstranéni ADP.

Koagulacni kaskada hostitele mtze byt
kliStécimi proteiny inhibovana bud’ ve vniti-
ni cesté aktivace, nebo ve vnéjsi cesté (viz
obr). Mezi inhibitory komplexu VIIa/TF
(vnéjsi cesta), ktery aktivuje faktor X, patfi
proteiny ixolaris a penthalaris, které byly
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Vlevo nahote nenasdtd samicka klistéte obecného
(Ixodles ricinus) % Vpravo nahote nenasdty samec
téhoz drubu. Snimky T. Matéjovské a F. Weydy,
pokud neni uvedeno jinak & Vlevo dole samic-
ky klistéte obecného kladouct vajicka. Samicka,
na rozdil od samelka, saje po velmi dlouhou
dobu (az 10 dni), po nasdti dochdzi ke kopula-
ci. Samecek umird, samicka za dva tjdny vy-
klade az nékolik tisic vajicek a také umird. Foto
J. Erbart % Dole uprostied samicka Hyalomma
sp. KliStata tohoto rodu maji jako jedni z mdla
klistar o&i a vyznaluji se velkym sacim distrojim.
Foto J. Erhart

identifikovany v nedavné dobé. Maji schop-
nost vazat se na komplex VIIa/TF a zaroven
na aktivovany nebo neaktivovany faktor
X(a), a tim inhibovat koagula¢ni kaskadu.
Z dalSich proteint inhibujicich funkci fak-
toru X(a) byly identifikovany proteiny ze
slin Salp14 a Salp9 (Salivary Protein s mole-
kulovou hmotnosti 14 a 9 kDa) u kliStéte
L scapularis. Ty patii do rodiny antikoagu-
lacnich proteaz a prodluzuji tzv. aktivovany
parcialni tromboplastinovy cas (APTT —
tento test pouzivany v laboratornich vyset-
fenich simuluje vnitfni cestu aktivace koa-
gulac¢ni kaskady). Umlceni transkripce gent
(interference dsRNA) pro tyto proteiny v sa-
jicich Klistatech I scapularis ovlivnilo pfi-
jem potravy a snizilo celkovou hmotnost
nasatych klistat az o 70 %. Extrakty slinnych
zlaz (SGE) z KkliStat Haemaphysalis iner-
mis, Rbipicephalus appendiculatus a Der-
macentor reticulatus inhibovaly vice vnéj-
§i nez vnitfni cestu aktivace koagulace.
Koagulacni kaskada hostitele mtze byt inhi-
bovana i v poslednich krocich, kdy inhibi-
tory trombinu zabrafiuji vazbé fibrinogenu
na trombin. Metaloproteazy, objevené ve
slinach klistéte 1. scapularis, vykazuji anti-
fibrinogenni (ni¢i fibrinogen) a antifibri-
nové (nic¢i fibrin) aktivity a maji sekvencni
podobnost k hemoragickym proteazam vy-
skytujicim se v hadich jedech. Je predmé-
tem diskuse, zda tyto proteazy maji vztah
i k prenosu Borrelia burgdorferi z klistéte
na hostitele.

Prostaglandiny (PGI,, PGE, a PGD,) pu-
sobi jako ucinna vazodilatancia (uvoliuji
stazené cévy) v misté sani, ale nezvysuji
propustnost cévy pro makromolekuly (mi-
krovaskularni permeabilitu). Uvolnénim
hladkého svalstva cév v misté sani dochazi
k regulovatelnému zvySeni pratoku krve,
a tudiz k lepsi dostupnosti potravy.

KliStata ovSem nemaji problém jen s hos-
titelovou snahou zabranit uniku krve. Jsou
také velmi rychle rozeznavana imunitnimi
mechanismy jako cizorody organismus, coZ
vede k cilené imunitni reakci — ale o tom
se dozvite vice pristé.
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