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1. UVOD
1.1 Lymeska nemoc (LN)

Lymeska nemoc je n&gstjSi ¢lenovci grenasenou lidskou infekci nagsd. Poprvé byla
popsana v Americe vroce 1977 (Steere 1977) naep@uh s otoky velkych klodba
zrudnutim Kze. Nemoc v3ak byla popsana pouze jako souborckiioh giznaki
s poderenim, Ze je fenaSenalenovci. AZ v roce 1982 se Willymu Burgdorferovidailo
dokazat, Ze spirochety izolované z Kiiétixodes dammini (I. scapularis) jsou pivodci

Lymeské nemoci.

1.1.1 Borelie — patogen

Borrelia burgdorferi je patogenem Zgobujicim onemocmi Lymeskou boreliézou.
Jsou to spirochétyritly Spirochaetaeiadu Spirochaetalegeledi Spirochaetaceae a rodu
Borrelia. Nejmére ¢tyii subtypy komplexuB.burgdorferi sensu lato jsou patogenni pro
¢loveéka: B.burgdorferi sensu strictoB. afzdlii, B. garinii aB. spiedmanii (Wilske et al., 2007)
Borrelia burgdorferi je mikroaerofilni bakterie dlouha 4 - 3n, Siroka 0,2um. Borelie jsou
ohebné spiralovité bakterie skladajici se z preiplatického cylindru obklopeného
bunéénou membranou a ¥Ei mnohovrstevnou membranou, ktera je w¢olpojena s
ostatnimi  strukturami  (Johnson, 1977). Periplazchsti prostor obsahuje vrstvu
peptidoglykanu (Barbour a Hayes, 1986), proto jbowelie fazeny mezi gram-negativni
bakterie, pestoze vysledek barveni je pozitivni. V periplazdoka#im prostoru je ukotveno na
bazalnich discich 7 — 11dika, které celou spirochétu pod &$i s€nou obtéeji (Barbour
and Hayes 1986). Rataim pohybem Wikia pak dochazi k pohybu celé spirochéty. Tyto
biciky nejenze bakterii umdagiji pohyb, ale jejich umishi je vyhodné, protoze diky, které
jsou normalg antigenni, jsou ukrytyied imunitnim systémem hostitele.

Antigenni proteiny v&Si membrany borelii vykazuji velkou variabilituaglaptabilitu.
Jejich exprese sedmi podle Zivotniho stadia bakterie a podminek, teeyich se nachazi.

Tyto proteiny nejsou kédovany na chromozomu bqralgé na plazmidové DNA. Na
plazmidech kddované adhesinylae, crasp aosp geny jsou zodpasdné za invazivitu a unik
pied imunitnim systémem hostitele. (Baranton, 2009)

Exprese genu OspA je u borelii v kéiStnejprve vysoka a pofsati kliStte klesa
(Schwan et al. 1995), naopak exprese OspC je wtklisizka a pi prechodu do saho
hostitele se zvySuje (Srivastava, 2008). OspA pogiyborelii ochranu ffed protilatkami
imunnich hostiteél béhem séani kligte a neni dlezity pro gezivani v klisiti (Battisti et al.,
2008).



1.1.2 KIiSté — pifenaS¢

PrenaSéi Lymské nemoci jsou klfsta rodulxodes. V Evrop je to pgedevsSiml.
ricinus, jehoz biotop se diky globalnimu oteplovani razgé na sever a do vySSich
nadmdaskych vySek. (Danielova et al., 2006; Ogden et28l06). Obvyklym hostitelengthto
klistat jsou hlava hlodavci a také zajici, j@8ky, ptaci, jeleni a srnci. Hlavnim zdrojem
nakazy proclovéka jsou nymfy (Gray et al. 1999). Wimpdnich podminkach trva vyvoj
klistéte 2 — 3 roky, vyjimeéné za nepiznivych podminek (nedostatek potravy) i 5 — 6 let.
Dospila saméka klistte klade gkolik tisic vajiek, z nichz se nejprve vylihnou larvy se
ttemi pary nohou. Larvy cizopasi zpravidla na drolbngbratiovcich. Po nasati hostitele
opoustji a v opadance dochazi k jejiciiepené na nymfy, které majétyti pary kortetin
stejre jako dospli jedinci. Po naséti krve na dalSim hostiteli genfy preméni na dosplce.
Dospla samtka mize sat na svém hostiteli péme dlouho, 5 az 12 dni, a jeglo se diky
narasené kutikule ize az tistakrat z¥tSit. Fi sani na hostiteli probiha i feni. Oplodgna
samtka naklade vajka a po ®kolika dnech hyne. VSechn# Fivotni stadia tedy saji krev
jen jednou naiiznych hostitelich a po nasati hostitele opoustilRara2001).

Krom¢ borelii genaSil. ricinus i prvoky Babesia microti a bakterie Anaplasma
phagocytophilum, které zfisobuji babesiosu a lidskou granulocytovou anapasnHGA) a
virus kli¥ové encefalitidy.

1.1.3 P¥iznaky

Lymeska nemoc napada mnoho ongaa soustav a vyvolava Siroké spektrum
symptonii.. Inkubani doba od nakaZeni do objeveni se prvnithnalki je obvykle jeden az
dva tydny, ale mize byt mnohem kratSi (dny) i mnohem delSégioe az roky). Néps&jSim
klinickym priznakem boreliové infekce je erythema migratervena skvrna i d&kolik
centimetti velka, ktera se v misprisati klistte objevuje za 2 — 4 tydny. Pacienti mohou mit
také chiipkové symptomy jako bolest hlavy a syahorg&ka a Unava (Auwaerter et al., 2004).
Pokud se nel#, infekce diseminuje, a erythema migrans sgenobjevit i na jinych mistech
tela, kterd nesouviseji gipatim kliséte (Dandache et al., 2008). DalSintizmaky, které se
mohou objevit, jsou bolesti klotba Slach, nepravidelnost sitého rytmu, zavrada Siroké
spektrum neurologickychifznalki jako lehka ztrata pagti, poruchy spanku nebo zmy
nalady (Steere et al., 2004)¢t8ina pacierit s Lymeskou nemoci ma jegkieré ze znamych
symptomii a fada symptorin neni specifickd pro LN, ale ike se objevit i u jinych

onemocgni.



Pokud se infekce nelgénckolik mésial, dostava se dadtiho stadia, kdy se objevuji
chronické symptomy, které postihuji mnobéasti tla jako mozek, periferni nervy,cioa
srdce. Pozdnim stadiem n&dé@é infekceB. burgdorferi sensu strictoB. afzelii aB. garinii je
neuroborelioza (Wilske et al., 1994; Ornstein ef 2001). Boreliemi zfisobena artritida

obvykle postihuje kolena (Puius et al., 2008),raigZe napadnout i ostatni klouby.

Asymptomatické infekce existuji, objevuji se vitaénez 7% fpadi v USA (Steere et
al., 2003) ale mohou byt mnohedastjSi v Evrog (Fahrer et al., 1998). Diagnd6za se
stanovuje na zakladklinickych priznala, ve 2. a 3. stadiu se vyBdi specifické protilatky.

U dosglych se I€i doxycyklinem, u dti amoxicilinem. Standardnidbou neuroboreliozy
jsou cephalosporinytati generace. Veétsire pripadi je infekce eliminovana antibiotiky,
zvlag pokud se s lbou z&ne Kas (Steere et al., 2004).

1.2 Imunitni odpovéd’ na infekci boreliemi

V prvnich 24 hodinach pofigéti infikovaného kligte je pravdpodobnost fenosu
borelii do hostitele potmné mala, protoze borelie migruji zeesta do klistcich slinnych Zlaz
az po kontaktu s nasatou krvi (Steere et al., 2004)

DuleZitou roli v zabijeni invadujicich mikrébhraje komplementova kaskada, ktera
muze byt spu$na klasickou, alternativni nebo lektinovou cestBtitomnost bakterialnich
povrchi vede k aktivaci alternativni cesty &gni faktoru C3 alternativni C3-konvertazou na
C3a a C3b. Vzniklé fragmenty C3b se kovaléreachycuji na povrchu bgk a slouzi jako
vyznamné opsoniny, zatimco C3a funguje jako chektiotgpro fagocytujici bikky. Z
nekterych molekul C3-konvertazy vznikaji slaggti komplexy C5-konvertazy, kter&pt C5
na C5b a mensi Cb5a, coz je prvni krok ke zformouamplexu atakujiciho membranu
(membrane attack complex, MAC). Zformovani MAC navigchu mikroorganismu vede
k lyze buiky.

Prvni buiky nespecifické imunity, které se dostanou na miistekce B. burgdorferi
jsou monocyty, ale tyto kiky nejsou schopné pohltit a zabit neopsonizovarndpety
(Lusitani et al, 2002; Montgomery et al.,, 2002). pkai tomu makrofagy fagocytuji
spirochéty coiling fagocytozou (Rittig et al., 1992 zabiji je pomoci kyslikovych radikaa
oxidu dusnatého (Modolell et al., 1994). Jako réalecritomnost borelii z&nou makrofagy
produkovat interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (I&), ktery stimuluje maturaci B-lymfoayt
(Habicht et al., 1985), a tumor necrosis faktor Fj)Nktery se tastni zagtlivé odpowvdi
(Radolf et al., 1991; DeFosse and Johnson, 1992).



1.2.1 Uloha dendritickych bunék

Dendritické buiky (DC) maji jedinénou Uulohu v imunitni odpadi — spojuji
nespecifickou a specifickou imunitu (Steinman, 1991sou to nejvyznandjsi antigen
prezentujici bilky (Ekerfelt et al., 1997; Filgueira et al., 19%G&sel et al., 1991). Vyvijeji se
z CD34+ progenitorovych bek, které migruji z kostni i@né krevnim olkthem do orgain
(Galy et al., 1999)

Dendritické buiky jsou strategicky rozmi&ty ve vSech organechilad, ¢imz je zvySena
pravdEpodobnost jejich rychlého setkani s invadujicimkmoorganismy. Naivni DC v tkanich
kontinualre odebiraji vzorky antigeénve svém okoli pomoci fagocytdzy, makropinocytézy,
receptorem zprostdkované endocytézy neborimym kontaktem s apoptickymi nebo
infilkovanymi buikami (Albert et al., 1998; Bancherau a Steinmar98)9Na rozdil od
profesionalnich fagocitneni jejich hlavnim Ukolem &it patogeny, ale prezentovat antigeny
patogeri imunitnimu systému. Po obdrzeni signaludbgiimo od patogely nebo
prostednictvim zadtu, DC pgepnou expresi chemokinovych recegtocoz jim umozni
opustit periferni tkaha migrovat do spadovych lymfatickych uzlin. Tandpkorten proces
maturace a DC ziskaji schopnost aktivovat naivhimtocyty (Steinman, 1991).

Vyrazny podgt pro aktivaci dendritickych bwk rozptylenych v tkanich, jsou
mikrobialni povrchy, jejich degradované produktytaké mikrobiélni nukleové kyseliny,
bohaté na Useky CpG. Mezi aktivatory DCipaiejen komponenty mikroorganismale i
faktory produkované ip poskozeni tkat a zawtlivé cytokiny. DC maji na svém povrchu
specializované receptory, tzv. pattern-recogniticeteptors (PRR), které rozeznavaji
specifické struktury patogér(tzv. pathogen-associated molecular patterns, PAMP

Mezi nejvyznamjSi PRR pat Toll-like receptory (TLR) (Netea et al., 2004)ektiny
(nap. manosovy receptor, DEC-205 a DC-SIGN) (Mahnkalet2000; Geijtenbeek et al.,
2000). TLR dlezité pro rozpoznani bakterii jsou TLR1 (triacypbdpeptidy; bakterie,
mykobakterie), TLR2 (lipoproteiny, peptidoglykankys. lipoteichoova, zymosan, poriny;
hlavné gram-pozitivni bakterie), TLR4 (LPS, heat shoc&tpiny, fibrinogen; gram-negativni
bakterie), TLR5 (flagellin), TLR9 (CpG). U mysSiplpolysacharid (LPSkscherichia coli
pienasi signal fes TLR4, zatimco komponenty higné stny gram-pozitivnich bakterii a
peptidoglykany Safylokokus aureus pienasi signaligs TLR2 (Underhill et al., 1999), ktery
se také dastni genosu signalB. burgdorferi (Hirschfeld et al., 1999). DC fagocytug.
burgdorferi (Filgueira, 1996).In vitro fogocyt6za z&na 10 minut po fdani borelii
k bunkam, spirochety jsou pohlcovany duube-fagocytézou (obtenim bakterie Uzkym

trubicovitym preudopodiem) nebo coiling-fagocytoz@®C se pichyti ke stedu bakterie a



piekryje ji Sirokym pseudopodiem). DC jsou schopngotytovat i vice borelii najednou.
Borelie jsou poté 8peny na malé fragmenty a indukuji maturaci DC. (B et al., 2003).

V pribéhu migrace do lymfatickych uzlin dendritické ity maturuji a mni se
fenotypow i funkéné. DC v lymfatickych tkanich jiz nejsou schopny pmduat antigeny ani
fagocytdzou ani makropinocytézou. V lymfatickyclamkch exprimuji DC mimi@dre vysoké
mnozstvi stabilnich MHC molekul lkitly, které jsou nezbytné pro prezentaci antigennich
fragmenti T lymfocytim. Internalizované antigeny nejsou jako u makrbfaginé rozS€peny
az na aminokyseliny. Naopak, nezralé DC jsou scéajpky MHC bohatym kompartmeirh
(MIIC) vytvaiet velké mnozstvi MHCII-peptid kompléxPierre et al., 1997; Najman et al.,
1995; Winzler et al., 1997).88em maturace DC se MIIGgmeni na nelysozomalni vezikul
a MHC-peptid komplexy jsou transportovany na powaiiky (Pierre et al, 1997; Cella et al.,
1997).

Béhem maturace DCipstava fjimat antigeny z okoli a dochazi ke zvysSeni expres
kostimulanich molekul CD40, CD54, CD80 a CD86 (Peguet-Nawral., 1995; Sallusto a
Lanzavecchia, 1994). V lymfatickych uzlinach se D€adi v parakortikaIni oblasti bohaté
na T-lymfocyty jako interdigitujici DC. Ty exprimiuadhezni molekuly, nespecificky shlukuji
s T-lymfocyty a pomoci MHCII prezentuji antigen. thgen specifické T-lymfocyty se
pomoci TCR (T-cell receptor) navazi na MHCIl a kdjgbu gitomny i kostimulani
molekuly, dojde ke klonalni proliferaci T-lymfodyta produkci cytokifi. Navazané
lymfocyty zpéatky ovliwuji DC prostednictvim interakce MHC-TCR a CD40-CD40ligand a
podporuji tak stimukni funkci DC (Cella et al., 1996).

Vysledkem uvedenych interakci je klonalni expanzeaTB lymfocyti se vSemi
efektorovymi a reguknimi disledky pro imunitni odpad’. Imunitni odpo¥d je

ukontovana apoptézou dendritickych kiinv lymfatickych uzlinach.

1.3 Unik borelie imunitnimu systému

B. burgdorferi exprimuje v piibéhu infekce 6zné geny, které ji pomahaji zmirnit nebo
Uplr¢ zastavit utoky imunitniho systému hostitele. Expréchto geri se néni jak v pfibéhu
infekce tak v zavislosti na tkani hostitele, ver&tese borelie nachazi (Narasimhan et al.,
2003). Prvni pekazka, se kterou 98 burgdorferi po vstupu do hostitele setkd, je reakce
nespecifického imnunitniho systému, v prvad zabijeni spirochét komplementem. Mnoho
bakterii, jakoSreptococcus pneumoniae (Neeleman et al., 1999) Meisseria meningitidis
(Ram et al., 1999), si vyvinulo mechanismy, kterBibuji komplementem zprdastdkované
zabijeni tim, Ze navazou plazmaticky faktor H ztibele nebo faktor-H-like (FHL) protein,



coz vede k degradaci C3b slozky komplementu zfgdkbvané |-faktoremB. burgdorferi
vyuziva k navazani faktoru H nebo FHL proteinu taumplement regulator-acquiring surface
proteins (CRASP), (Kraiczy et al., 2001) a protemiypuzné Osp E/F (Erp), (Hellwage et al.,
2001; Alitalo et al., 2001, 2002), Schopnost inkétokomplement se 1iSi mezi jednotlivymi
kmeny borelii (Kurtenbach et al., 1998). Na H faksawich hostiteh se mohou vazat
s miznou afinitou i proteiny Erp a mohou tak inhibodamplementem zprostdkované
zabijeni, coz umaiuje boreliim pezivani v sad casti Zivotniho cyklu (Stevenson et al.,
2002)

V ¢asné fazi infekc®. burgdorferi exprimuje gkolik geni, které by mohly byt élezité
pro jeji prezivani. Nafiklad decorin vazajici protein A a B (DbpA a B),u@et al, 1995) a
fibronectin vazajici protein BBK32 (Suk et al., $)9se véazi na decorin a fibronectin
v extracelularni matrix hostitele, jak bylo ukazanagkolika studiich (Guo et al., 1995;
Probert a Johnson, 1998). Vazba na extraceluladnmipbnenty hostitele by mohla pomahat
v prezivani gkolika prvnich spirochet, které séepesou po iisati klistte (Fikrig et al.,

e

borelii v tkAnich a mensi projevy artritidy nezZankolnich mysi (Brown et al., 2001).

Pri diseminované infekci pogbuji borelie oslabit reakci specifického imunitmih
systému hostitele. Jednim z mechanizemrekombinace v lokusu variable major proteirelik
sekvence\(s), (Anguita et al., 2001; Zhang et al., 1997). Delukus se sklada z mista pro
expresi lipoproteinu VISE a 15 neexprimovanych nfstinfekci hostitele se neexprimovana
mista nahodh rekombinuji dovisE genu a z#tSuji tim variabilitu VISE proteinu. U
infikovanych mysi i u lidskych paciantbyla zjiS€na silna protilatkova reakce proti
konzervovanynmtastem VISE proteinu, antigenni variabilita VISE teiou tak niize chranit
spirochéty ped znéenim zprogedkovanym anti-VISE protildtkami. Rekombinace je
pravdEpodobré spuséna zastlivou odpowdi hostitele, u borelii v klf&atech nebyla zjigha

Zadna variabilita VISE proteinu (Hovius et al., ZDO

1.4 Imunitni odpovéd’ na sani kliséte

V mist prisati kliSéte vznika vyrazné z#&tliva reakce. Antigenni latky z kli&tich slin
jsou v KiZzi zachycovany dendritickymi tikami, které po migraci do lymfatickych uzlin
prezentuji antigeny T-lymfociin. T-lymfocyty se diferencuji na CD4+ (pomocné&yRa8+

(cytotoxické) lymfocyty. CD4+ se dale ro#dji podle vlastnosti adinku produkovanych
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cytokini na Thl a Th2 (Mosmann a Hoffman, 1989). Pro Tmifdgyty je typicka sekrece
IL-2, IL-12, TNF-a a IFN«y, pro Th2 lymfocyty IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 &L-13. Fi
reakci na sani kliste jsou dlezité Thl buiky, jejichz cytokiny ovlivauji dalSi lymfocyty a
myeloidni butky a také chemotaktickytigobi na neutrofily, monocyty, makrofagy, bazofily a
eozinofily. To vede ke vzniku kozni bazofilni hypenzitivity, ktera je formou oddaleni
piecitlivélosti u imunnich jedini. (Mosmann a Coffman, 1989). Dochazi tak k produg@

a IgE, které se vazi na Fc receptory baidifirnych buék a tim je senzibilizuji (Christe et
al., 1998). VoIné protilatky po kontaktu s cirkutimi antigeny slin aktivuji komplement
klasickou cestou. DalSiatezitou slozkou imunitni reakce na sani Kiigt je aktivace
komplementu alternativni cestouj gteré dochazi k uvolimi anafylatoxiti. Ty pak zgsobi
degranulaci bazofil a zZirnych buik, pfi niz se uvolni latky jako histamin a serotonin.
Histamin inhibuje sani a e vést az k odpadnuti k& (Paine et al., 1983). \fipac, Ze

je hostitel imunni, vede zéthva odpowd az k poSkozeni traviciho traktu ke, ztra

hmotnosti, inhibici kladeni vajec aithe zpisobit i smrt (Wikel, 1982).

1.5 Efekt slin na modulaci imunitni odpowdi

Jelikoz klist potebuje k naséati az 12 dni, musi se v égtsati branit neustalému
atoku imunitniho systému hostitele. Hlavni roli jhtatky obsazené ve slinach ki, ktere
zabrauji sréZeni krve, pottaji zartt a suprimuji §zné imunitni mechanizmy. Proti srazeni
krve obsahuji kligci sliny antikoagulanty, které inhibuji faktor Xabo trombin (Wikel,
1996). U . scapularis byly objeven protein Ixolaris, inhibujici aktivadaktoru X pges
tkadnovy faktor a faktor Vlla (Francischetti et al., Z)0a Salpl4, inhibitor faktoru Xa
(Narasimhan et al., 2002). Dale se v kKligth slinach nachazi apyraza a disagregin, branici
shlukovani krevnich deggk (Karczewski et al., 1994). Histamin vazajicitpioy (HBP)
piitomné ve slinach blokuji¢inky histaminu a serotoninu uvamych z granul bazofil a
Zirnych bugk (Paesen et al., 1999).

Krom¢ toho si kli¥ata vyvinula Siroké spektrum imunomodiné&ch protei,
vylu¢ovanych v jejich slinach, které jim umagi sat po dlouhou dobu, aniz by byla objevena
imunitnim systémem hostitele. Jednim z nich jsasiy — proteiny, které se selektiwazi
na chemokiny, které by jinak aktivovali idtky nespecifické imunity, a neutralizuji je.
(Déruaz, 2008).
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Extrakt ze slinnych ZlaDermacentor reticulatus sajicich na kligti 6 dni snizuje
aktivitu lidskych NK (natural killers) butk (Kube$ et al., 1994). NK liley se sniZzenou
aktivitou produkuji mensi mnozstvi IFN dilezitého Thl cytokinu, a tak se imunitni
odpowd posouva sirem k Th2.

Sliny kli&’at dokazi inhibovat i protilatkovou reakci hosttebbsahuji totiz proteiny,
které se na protilatky vazi a tim je neutraliz&japrvé byl IgG vazajici protein objeven ve

slinach klistte Rhipicephal us appendiculatus (Wang a Nuttall, 1994)

Bylo prokézano, Ze sliny snizuji schopnost makrofagpdukovat interleukin 1 a tumor
necrosis factor alfa (Ramachandra a Wikel, 19985)9Jak SGE, tak sliny prokazat&ln
snizuji u makrofaly schopnost fagocytovad. afzelii i produkovat prozéaitlivé cytokiny
(Kyckova, 2006). Steptaky snizuji i zabijeni bakterii v makrofazichupsmuji i produkci
dvou hlavnich obrannych molekul fagocytarnich &dur- NO a superoxidového aniontu
(Urioste et al., 1994; Ferrara a Silva, 1998; Kjitv& et al., 2001). Sliny rowZ potlauji
funkci neutrofili, sniZzuji fagocyt6zuB. burgdorferi, agregaci neutrofil i produkci superoxidu
(Ribeiro et al., 1990)

Sliny kli&’at ovliviwiji i funkci T-lymfocyti (Wikel et al., 1996). Proteiny slin jsou
zodpowdné za snizeni proliferace T-lymfoayin vitro (Urioste et al., 1994; Fereira a Sliva,
1999), také produkce interleukirspojena s pomocnymi Thl lymfocyty, IL2 a interigro
gama, byla vyznan#n snizena, kdyz byly lymfocyty ovliamy pasobenim extraktu
z klis&cich slinnych Zlaz (SGE, Ramachandra a Wikel, 19985). SniZeni proliferace T-
lymfocyta, stejré jako snizeni hladiny IL-2 fiZe byt zfgisobeno IL-2 vazajicim proteinem
(IL-2BP) identifikovanym ve slinach scapularis, ktery vaze lidsky i mysi IL-2 (Gillespie et
al., 2001). Pokud hladina Th2 cytokisniZzena neni, dochazi k polarizaci imunitni reakee
prosgch Th2 bugéné odpoxdi, ktera na rozdil od koZzni hypersenzitivity zpgredkované
Th1 cytokiny, neni proti klf&atim prilis uc¢inna.

Ve slinach americkéhoignaSeée boreliézyl. scapularis byl nalezen protein Salpl5,
ktery se vaze na povrchovy protein dogeOspC a tim ji chraniipd protilatkami hostitele
(Ramamoorthi et al., 2005), naslédmyl analog tohoto proteinu identifikovan i u evsépgho
hostitelel. ricinus (Hovius et al., 2008a). Salp15 je jednim z hlakmimunomodul&nich
proteini ve slinach kligtte. Bylo dokazano, Ze se vaze na CD4 receptor antifbuje jim
pirenaSené signaly, coz vede k naruSeni produkce llR2oliferace CD4+ T lymfocyi
(Anguita et al., 2002; Garg et al., 2006; Juncadetl al., 2007). Hovius a kolektiv (2008b)
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objevili, Ze Salpl5 se vaze i na dendritické&kyu prostednictvim lektinu DC-SIGN, coz
zpasobi aktivaci Raf-1 kinazy, jejimz vysledkem jeZamii stability mRNA pro TNF: a IL-6
a zmsobuje Spatnou remodelaci nukleosomu vénfgomotoru pro IL-12p35. Navazani
Salpl5 na DC-SIGN spoustadu reakci, kterymi ovliwje transkripci i postranskrpi

Upravy cytokiri a tim gisobi proti aktivaci DC zprostdkované Toll-like receptorem.

Sliny klis&te Rhipicephalus sanguineus inhibuji diferenciaci DC z buik kostni derg,
snizuji i paet diferencovanych naivnich DC a snizuji jejich gqmfost stimulovat tvorbu

cytokini specifickymi T-lymfocyty (Cavassani et al., 2005)

Usnadriny je i p‘enos patogen z jednoho penasSée na druhého, tato skdteost se
ozn&uje terminem slinami aktivovanytgnos (saliva-activated transmission, SAT). Poprvé
byl popséan u viru Thogoto a jeho vektdtaipicephalus appendicitulatus (Jones et al., 1987),
kdy neinfekni klis’ata sajici spola¢ s infilkovanymi na jednom moeti se nakazila virem,
piestoZze nebyla zjevna virémie. Neviremickiemos patoganje povazovany za népmy
dikaz SAT efektu. Fmym dikazem slinami aktivovanéhorgnosu je zvySena infektivita

patogena § jeho inokulaci zaroves extraktem ze slinnych Zlaz nebo slinami.

Dosud byl SAT pimo i neffimo prokazan u mnoha patogea jejich vekto#, nagiklad
jsou to virus klisové encefalitity dxodes ricinus, resp I. persulcatus (Labuda et al., 1993,
Alekseev a Chunikhin, 1990rancisella tularensis al. ricinus (Krocova et al., 2003) nebo
Leishmania spp. &hlebotous (Titus a Ribeiro, 1988). U rodBorrelia byl slinami
aktivovany genos prokazan B. burgdorferi sensu strigo & scapularis (Gern a Rais, 1996;
Patrican 1997, Zeidner et al., 200B),burgdorferi sensu stricto & ricinus (Mach&kova et
al., 2006), B. lusitaniaelaricinus (Zeidner et al., 2002B. afzelii al. ricinus (Pechova et al.,
2002; Richter et al., 2002) B garinii al. persulcatus (Sato a Nakao, 1997). KI&f sliny
také ovliviauji Sikeni B. burgdorferi v t¢le mysSi a zvysuji jejich i@nos z mysi na kli&ta.
(Horka, 2009) Za SAT jsou pragplodobré odpowdné rekteré z imunomodutanich molekul,

ale ty se mohou prdizné patogeny a vektory liSit (Zeidner et al., 2002)
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2. CILE PRACE

1) Stanoveni vlivu kligcich slin na cytokinovy profil mySich dendritickychunsk
infikovanych spirochétani. afzdlii

2) Meéfeni vlivu expozice mySich dendritickych knspirochétamB. afzelii a kliSgcim
slindm na schopnost stimulovat specifické péoaé T-lymfocyty

3) Stanoveni miry fagocytézy borelii dendritickyluiikami v gfitomnosti klis¢cich slin
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3. MATERIAL A METODIKA
3.1 Material

3.1.1 Pokusna zviata

Inbredni mySi kmene C3H/HeN (6- 10 tydstaré samice) byly zakoupeny od firmy
Anlab. Byly chovany za standardnich podminek v elobv na Parasitologickém Ustavu
Bilogického centra A¥R v Ceskych Budjovicich.

3.1.2 Klistata a sliny

Samicelxodes ricinus, které saly 6-7 dni na mtatech, byly plepeny na podlozni
sklicka. Produkce slin byla vyvoldna kapnutim 2ul romtgsilocarpinu (33pug/ml v 96%
ethanolu) na dorzalni stranu ké&. Sliny byly sbirany do skléné kapilary umigné na
hypostom a 1 palpu kazdého Kist Klig'ata byla po dobu 1 hodiny inkubovana ve vihké
komarce @i 37°. Nashromazheé sliny byly gefiltrovany ges 0,22um filtr a skladovany v

-80°C. Koncentrace celkového proteinu byl&ema podle Bradfordové..

3.1.3 Borelie

V pokusu byly pouzity bakterieBorrelia afzelii z kmene CB-43, izolované ze
samiclxodes ricinus (S&panova-Tresova, 1999),&gtované v Barbour-Stoenner-Kelly-H
(BSK-H) mediu (Sigma) s 6% kré&lm sérem fi 33°C. Red kazdym pokusem byly bakterie
spaitany pomoci mikroskopie v temném poli, bylo odelorgpozadované mnozstvi borelii,

stateno i 10 000 RPM a resuspendovano v kulivem médiu pro bioky.

3.2 Metody

3.2.1 lzolace dendritickych bunék magnetickou separaci

Material: kompletni RPMI médium: RPMI médium, 10%vimni fetaIni sérum - BOFES
(Sigma), 0,1% merkaptoethanol
MACS pufr: PBS, 2% BOFES, 2mM EDTA

MysSi kmene C3H/HeN byly usmrceny dislokaci vazuytahim vypitvana slezina. Ta
byla pomoci fzek homogenizovana v Petriho miscetangsena do Erlenmayerovynkg

spolu se 4ml media RPMI s kolagenazou (1mg/ml, &elhase D, Roche). Poté byla slezina
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inkubovana 30 minut ve 37°C na vortexi pizkych otékach. Po 30 minutach bylo
odebrano médium s uvainymi buikami a gefiltrovano ges 70um sitko (BD Falcon) do 50
ml zkumavky pedchlazené na ledu. Ke zbytku sleziny bylfidany dalSi 4ml RPMI
s kolagenazou a si® byla inkubovana dalSich 30 min ve 37°C. Pak g bugcna
suspenze fefiltrovana ges 70um sitko, zcentrifugovand @500 RPM/10°C/10 minut,
promyta v 4 ml MACS pufru, resuspendovana v 40008 pufru a bylo fidano 80ul
CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec). Inkubace poléha5 min pi 4 °C. Poté byla suspenze
promyta v 5 ml MACS pufru, resuspendovana v 500 0% pufru a nanesena na kolonku
(LS MACS Column, Miltenyi Biotec) umi&ou v magnetickém poli a proplachnutou 3ml
MACS pufru. Kolonka byla poté proplachnuta 3x 3mA®IS pufru, vyndana z magnetického
pole, bylo na ni naneseno 5ml MACS pufru a okaipitotlateno pistem. Vyizolované
bunky byly zcentrifugovany $ 1500 RPM/10°C/10 minut, resuspendovany v komjnhetn

meédiu a spaitany v Birkerow komarce.

3.2.2 Aktivace dendritickych bunék

Dendritické buiky byly naneseny na 96-jamkovou deékti s kulatym dnem v mnozstvi
2x10@ bursk v 50pl média na jamku. Jedna skupina byla prdinkéna se slinami (10pl/ml,
25ul na jamku), do skupiny ,aktivovanych kh bylo ptidano CpG (100nM, 25ul na
jamku), do ostatnich jamek byl dopin stejny objem kultivéniho média. Bikky byly
inkubovany 4 hodiny ve 37°C. Potom byly do vybremyjjamek pidany borelie (2x19
v 50ul na jamku), kligci sliny (10ul/ml, 25ul na jamku) a do kontrolniuginy pilocarpin
(100uM v 50ul). Do ostatnich jamek byltigano stejné mnozstvi kultivaiho media. Biiky
byly opst inkubovany 4 hodiny, po kterych k nim byldigano 50ul média s 1% antibiotiky
(Antibiotic-Antimycotic, Sigma). Po 24 hodinich uikace v 37°C bylo odebrano 100pl
supernatantu, ktery byl zamrazen az do dalSihoippak buikam bylo fidano 30ul média s
antibiotiky. Po dalSich 24 hodinach byla désti s butkami zcentrifugovana a zbytek

supernatantu byl odebran a zamrazen.

3.2.3 lzolace CD4 T lymfocyti magnetickou separaci

Material: kompletni RPMI médium: RPMI médium, 10%vinni fetalni sérum - BOFES
(Sigma), 0,1% merkaptoethanol, 1% antibiotika (Biatiic-Antimycotic, Sigma)
MACS pufr: PBS, 2% BOFE®M EDTA
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Specifické CD4+ T-lymfocyty byly izolovany z my&hinizovanychB. afzelii (1x1G
bakterii subkutanhve 100ul BSK médiad tydny po infekci. Kontrolni naivni CD4+ T-
lymfocyty byly izolovany ze zdravych mysi. MySi lgyismrceny dislokaci vazu a byla jim
vyoperovana slezina. Z ni byl&igravena bu&na suspenze protlanim ges 70um sitko.
Ziskané splenocyty byly zcentrifugovanyi @500 RPM/10°C/10 minut, promyty ve 4 ml
MACS pufru, rozsuspendovany v 630ul MACS pufru dobk nim gidano 70ul CD4
MicroBeads (Miltenyi Biotec). Inkubace pobihala &bn pii 4 °C. Poté bylo k suspenzi
piidano 5 ml MACS pufru, byla zcentrifugovanati p1500 RPM/10°C/10 minut,
resuspendovana v 500ul MACS pufru a nanesena makol(LS MACS Column, Miltenyi
Biotec) umistnou v magnetickém poli a promytou 3ml MACS pufrwléhka byla poté
proplachnuta 3x 3ml MACS pufru, vyndana z magnétick pole, a CD4+ T-lymfocyty byly
vymyty v. 5 ml MACS pufru. Vyizolované hiky byly zcentrifugovany # 1500
RPM/10°C/10 minut, resuspendovany v kompletnim on@dspdgitany.

3.2.4 Aktivace CD4+ T lymfocyta

Dendritické buky byly naneseny na 96-jamkovou dekti s kulatym dnem
v koncentraci 5x1bbunsk v 50pul média na jamku. Jedna skupina byla prdinkéna se
slinami (10ul/ml, 25ul na jamku), do skupiny ,aldixanych budk“ bylo piidano CpG
(200nM, 25ul na jamku), do ostatnich jamek byl déplstejny objem kultivéniho média.
Buiiky byly inkubovany 4 hodiny ve 37°C. Potom byly dgbranych jamek borelie (5x10
v 25ul na jamku), do jedné skupiny bylyigany sliny (10ul/ml, 25ul na jamku) a do
kontrolni skupiny pilocarpin (100uM v 50ul). Do astich jamek bylo fidano stejné
mnozstvi kultivéniho media. Biky byly opet inkubovany 4 hodiny, po kterych k nim bylo
piidano 50ul média s antibiotiky. Po 24 hodinach ibvdae v 37°C bylo z jamek odebrano
medium a k biikdm bylo ve 200! kompletniho médigid@no 3x16 CD4+ T-lymfocyti
z mySi imunizované boreliemi, nebo =z kontrolni maivmysi. T lymfocyty byly
s dendritickymi béikami inkubovany 48 hodin ip 37°C, poté bylo odebrano 100l
supernatantu na stanoveni koncentrace IL-2. Pactia® hodinach inkubace byla &fana

proliferace T-lymfocyi.

3.2.5 Méreni proliferace T-lymfocyti

Proliferace CD4+ T-lymfocyit byla nefena pomoci Cell Counting Kitu 8 (Sigma),
ktery vyuziva WST-8 (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl¥&-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-
2H-tetrazolium, monosodium salt), kteryi predukci v gitomnosti nosie elektrori 1-
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Methoxy PMS vyrabi ve vadrozpustnou formazanovou barvu. Do kazdé jamky biiltano
ke 100ul T-lymfocyt inkubovanych 3 dny sizré ovlivnénymi dendritickymi beikami 10ul
Cell Counting Kitt 8 roztoku. Deska byla inkubovana 4 hodiny ve 37°C a 5%,C0TS-8
se redukoval bugnymi dehydrogenazami na oranzovy formazan, rozgustkultivacnim
meédiu. Mnozstvi vzniklého formazanu j&impo Uungrné pa&tu zivych burk. Poté byla
zmétena absorbance na vertikalnim spektrofotometru t{iskan MCC/340) fi vinové délce
450nm.

3.2.6 Méreni produkce cytokini — ELISA
3.2.6.1 Stanoveni cytokimi TNF-a, IL-6, IL-10 a IL-2

K urceni mnozstvi cytokiin byly pouzity kometni ELISA kity pro kvantifikaci
cytokini (eBioscience). Vlastni testovani probihalo v 98kavych mikrotitr&nich deskach
(Nunc F Maxisorp) podle dodaného navodu.

Nejprve se na dno kazdé jamky navézala protilétknad 1:250 v objemu 100 pl a
nechala se inkubovat ve vihké koroe (uzavené nadob se dnem pokrytym nawkenym
filtraénim papirem) fes noc g 4 °C. Druhy den byly jamky 5x promyty promyvacim
roztokem (1x Assay diluent, ) a poté do nich bysmeseno 200 pl blokovaciho roztoku (1x
Assay diluent)ktery slouzi k vyblokovani nespecifickych mist. Bdwani probihalo 1 hodinu
ve vihké koniirce @i laboratorni teplat Poté byly jamky oft 5x promyty, byly pidany
jednotlivé supernatanty testovanych vZoek rekombinantni protein jako standard v objemu
100 pl. Standard byl dvojkovaiadoutredn z 1 ng/ml az na nulovou koncentraci a vysledky
byly pozdji vyuzity k sestrojeni kalibri kiivky. Vzorky byly inkubovany 2 hodiny ve
vihké komirce g laboratorni teplat Nasled# byly jamky 4x promyty a do kazdé jamky
byla pidana deteéni (biotinylovana) protilatkaedéna 1:250 v objemu 100 pl. Detek
protilatka se oft inkubovala po dobu 1 hodiny ve vihké ke i laboratorni teplat Po
inkubaci byly jamky 5x promyty a dale inkubovanyl€® ul avidin peroxidazkedtné 1:250,
béhem ticeti minut oznaila navazanou deteéhi protilatku. Poté byly jamky 4x promyty a do
jamek byl gidan substratovy roztok o objemu 100 ul a vSe Ipgonechano ve té Peroxid
vodiku - substrat pro peroxiddzu - uvolnil kysliktery oxidoval chromogen TMB
(tetrametylbenzidin) a vznikla charakteristick4 énara reakce. Vyvoj barvy byl po 15
minutach zastaventidanim 100 pl 2M BSQ: do kazdé jamky a nasledibyly odeteny
hodnoty absorbance na vertikalnim spektrofotoméultiskan MCC/340, Finsko) ip

vinové délce 450 nm.
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3.2.7 Fagocytéza
Priprava sklicek :

Kryci sklicka 18x18mm byla promyta v 70% ethanolu, oplachdetilovanou vodou a
pondena do 1% Alcian Blue, ktera bylaiyedena k varu. Po 10 minutach byla &k
oplachnuta destilovanou vodou.

Fixace burgk na skli¢ko:

Na pipravené obarvené skko bylo nakapano fOdendritickych buik ve 200pl
bezsérového RPMI média spolu € 1orelii. K jedné skupih bylo pidano 50ul slin
(10pg/ml), ke druhé stejné mnozstvi média a vzdrily inkubovany 60 minut ve 37°C ve
vihké komirce. Pak byla skla 2x promyta 5 minut v PBS a 5unin0,5% Zelatié. Buiky
byly fixovany 10 minut v ledovém acetonu.

Neprima imunofluorescence

Sklicka s nafixovanymi hitkami byla 2x5 minut oplachnuta v PBS a poté ra bylo
naneseno 50ul primarni protilatky proti flagelinGH4D1) redéné 1:50 v PBS. Po 30
minutach inkubace ve vlhké kdmte @i 37°C byla skiéka znovu 2x5 minut oplachnuta
v PBS a bylo na&inaneseno 50ul sekundarni kozi antimysi protilatigfené FITC (Sigma)
fe€né 1:500 v PBS. Vzorky byly znovu vliozZeny ve vilkamarce do termostatu a inkubace
probihala 30 minut. Skika byla ogt promyta 2x 5 minut v PBS a byla n& maneseno 50ul
anti-CD11c protilatky zngené PE (eBiosciencégdiné 1:200 v PBS s 1% bovinnim sérem.
DalSi inkubace probihala 30 minut paboratorni teplat Nasledovalo dalSi promyti v PBS
2x 5 minut a na skika bylo naneseno 50ul DAPI, a po 5 minutach inkebdada skléka opet
promyta 2x 5 minut v PBS. Nakonec né& loyla nanesena kapka DABCO-glycerin a byla
nare priloZzena kryci skitka. Prohlizeni preparéprobihalo pod mikroskopeeiss Axioplan

2 (Carl Zeiss)pri zvétSeni objektivu 63x nebo 100x, vybrana mista bgtdrafovana F-

View CCD kamerou.

3.2.8 Statistické vyhodnoceni dat

VSechny pokusy byly provédy v triplikacich, v programu Microsoft Excel byly
vypocteny paimeéry a snérodatné odchylky, které byly pouzity pro vyremi grafi. Statistické
analyzy probihaly pomoci analyzy variance (ANOVA)&keyho Post Hoc testu v programu
Statistica 8.0. Statisticky vyznamné rozdily méaignami (P<0,05) jsou v grafech ozeay

hvézdi¢kou.
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4. VYSLEDKY

4.1 Vliv slin na procento fagocytujicich burgék

Dendritické buiky byly inkubovany 1 hodinu v médiu s boreliemi @@D10 borelii) a s
obsahem kligcich slin 1@ug/ml, nebo bez nich. Vysledky zna#aje graf (Graf 1).
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Graf 1: Vliv kliStécich slin na procento mySich dendritickych &lufiagocytujicichB. afzelii.
Dendritické buiky byly inkubovany 1 hodinu v médiu s boreliemi @D10 borelii) a s
obsahem kligcich slin 1@g/ml. * statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole

Po hodinové inkubaci obsahovalo spirochéty 51% dtckich burek neovlivnénych
slinami, zatimco ve vzorcich inkubovanych se slinéanbylo 35% DC. Vlivem slin tedy
doSlo ke sniZzeni @tu fagocytujicich dendritickych bgk o 16%. Inhibéni efekt slin byl
prikazny na 5 % hladévyznamnosti.

4.2 Vliv slin na produkci cytokin @ dendritickymi bu iikami

V tomto pokusu byl rren vliv slin na produkci interleukin TNF-a, IL-10 a IL-6
dendritickymi butkami. Jedna skupina DC byla inkubovéna se slinakareentraci 10pg/ml
4 hodiny a poté byly do vSech skupin Blarkromg kontroly gidany borelie (2x1%) a do
jedné skupiny zarowei sliny (10pug/ml) a do kontrolni skupiny pilokanpi(10QuM) a
inkubace probihala dalSi 4 hodiny. Poté byidgno médium s 1% antibiotiky.

Nestimulované DC prakticky neprodukovaly TNE&-(Graf 2), boreliemi se zvySila
produkce TNFa 137x (z 4 pg/ml u nestimulovanych na 548 pg/mil Rivem slin gidanych
zarovai s boreliemi se produkce TNEsnizila 0 41%. Preinkubace DC se slinami 4 hodiny
pied gidanim borelii vedla ke snizeni mnozstvi TNFv supernatantu o 66%. Kontrolni
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skupina s pilokarpinem neukézala & v produkci TNFe ve

slin.

srovnani se skupinou beze
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Graf 2: Vliv klitécich slin na produkci TNR-dendritickymi butkami. Buiky (2x1¢° DC v 50
ul média) byly inkubovany s kli&timi slinami (1@g/ml v 25ul média) — skupina S-4h, resp.
pouze s médiem. Po 4 hodinach bytidany borelie v porru 1DC : 10 bor., sliny do skupiny
S a pilokarpin (100M v 50ul média) do skupiny pil. Po dalSich 4 hodinach hyfiddano 5@l
média s 1% antibiotiky. Po 24 hodinach inkubace mdebrano 100 supernatantu afglano
30ul média s ATB.* statisticky vyznamny rozdil oprekupirg DC+B (24 hodin) .** statisticky

vyznamny rozdil oproti skuptnDC+B (48 hodin)

U burgk aktivovanych CpG byla produkce TNFnantiena i bez fitomnosti borelii

(59x vyssi nez u DC neaktivovanych CpGji Pkubaci s boreliemi se mnoZstvi TNf-

zvySilo 3x. Ridani slin zarovi s boreliemi snizilo produkci TNE-0 51% a preinkubace DC

se slinami 4 hodinyfed gidanim borelii vedla ke sniZzeni mnozstvi ThkF-supernatantu o

59%.(Graf 3)
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Graf 3: Vliv klistécich slin na produkci TNIle- dendritickymi buitkami aktivovanymi CpG.
Buiky (2x1@ DC v 50pul média) byly inkubovany s kli&imi slinami (1gig/ml v 25: média)
— skupina S-4h a CpG (100 nM vi25nédia). Po 4 hodinach bylyigany borelie v porru 1
DC : 10 bor., sliny do skupiny S a pilokarpin (280v 50ul média) do skupiny pil. Po dalSich
4 hodinach bylo fidano 5Ql média s 1% antibiotiky. Po 24 hodinach inkubagk lmdebrano
10Qul supernatantu aigano 3@l média s ATB. .* statisticky vyznamny rozdil ogrekuping
DC+B (24 hodin) .** statisticky vyznamny rozdil ayr skupiré DC+B (48 hodin)

Dendritické buky produkovaly IL-10 v menSi e uz po 24, ale ipdevSim po 48
hodinach (Graf 4). DC stimulované boreliemi produdo 260pg/ml IL-10, coz je 5x vice,
nez buiky neovlivréné. InhibEni efekt slin je pikazny jen po 48 hodinach a to jak igack,

Ze byly borelie i sliny idané soutasre (pokles 0 15%) tak vifpad preinkubace slin s DC 4
hodiny ged gidanim borelii (pokles o 65%).
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Graf 4: Vliv klidtacich slin na produkci IL-10 dendritickymi bkami. Buiky (2x1¢ DC v 50
ul média) byly inkubovany s kli&imi slinami (1@g/ml v 2511 média) — skupina S-4h, resp.
pouze s médiem. Po 4 hodinach bytidany borelie v porru 1DC : 10 bor., sliny do skupiny
S a pilokarpin (100M v 50ul média) do skupiny pil. Po dalSich 4 hodinach bgiidano 5Qu
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média s 1% antibiotiky. Po 24 hodinach inkubace mdebrano 100 supernatantu afglano

30ul média s ATB. .* statisticky vyznamny rozdil ogrekupiné DC+B (48 hodin)

U DC aktivovanych CpG se po 24 hodinach infnbiefekt slin projevil steja pri
preinkubaci jako P sowasném fdani borelii a slin a to sniZzenim mnozstvi IL-12%%
(Graf 5). Po 48 hodinach bylo snizeni ¢egyrazrejSi a to o 35% u borelii a slinidanych

souasre a 65% u preinkubace.
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Graf 5: Vliv Kklistécich slin na produkci IL-10 dendritickymi bBkami aktivovanymi CpG.
Buiky (2x10 DC v 50ul média) byly inkubovany s kli&timi slinami (1Qug/ml v 254 média)
— skupina S-4h a CpG (100 nM vi25nédia). Po 4 hodinach bylyidany borelie v porru 1
DC : 10 bor., sliny do skupiny S a pilokarpin (1080v 50ul média) do skupiny pil. Po dalSich
4 hodinach bylo fidano 5Qu média s 1% antibiotiky. Po 24 hodinach inkubagk lmdebrano
10Qul supernatantu aifgano 3@l média s ATB. *statisticky vyznamny rozdil opratkupire
DC+B (24 hodin). ** statisticky vyznamny rozdil agir skupire DC+B (48 hodin)

Borelie stimulovaly dendritické kiky k produkci IL-6 (2,1x ¥tSi produkce nez u bgk
nestimulovanych) (Graf 6). Viffomnosti slin se jeho produkce snizila o 6%,tipgck
preinkubace DC se slinami 4 hodinked gidanim borelii se mnoZstvi IL-6 v supernatantu

snizilo 0 21%. Htomnost pilokarpinu na produkci IL-6 vliv nefa.
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Graf 6: Vliv klitécich slin na produkci IL-6 dendritickymi blkami. Buiky (2x10 DC v 50l
média) byly inkubovany s kli&imi slinami (1@g/ml v 25 média) — skupina S-4h, resp.
pouze s médiem. Po 4 hodinach bytidany borelie v porru 1DC : 10 bor., sliny do skupiny
S a pilokarpin (100M v 50ul média) do skupiny pil. Po dalSich 4 hodinach hyfiddano 5@l
média s 1% antibiotiky. Po 24 hodinach inkubace mdebrano 1Q0 supernatantu aifgano
30ul média s ATB. *statisticky vyznamny rozdil opreliupire DC+B (24 hodin). ** statisticky
vyznamny rozdil oproti skuptnDC+B (48 hodin)

| DC aktivované CpG byly stimulovany boreliemi keyZené produkci IL-6 (1,3x&Si
nez u busk nestimulovanych), ktera seiganim slin snizila o 12% a preinkubaci DC se
slinami 4 hodiny ped gidanim borelii se mnoZstvi IL-6 snizilo o0 23%.
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Graf 7: Vliv kliStécich slin na produkci IL-6 dendritickymi Blkami aktivovanymi CpG. Bitky
(2x10 DC v 50 ul média) byly inkubovany s kli&imi slinami (1g/ml v 251l média) —
skupina S-4h a CpG (100 nM vdamédia). Po 4 hodinach bylyigany borelie v porru 1
DC : 10 bor., sliny do skupiny S a pilokarpin (280v 50ul média) do skupiny pil. Po dalSich
4 hodinach bylo fidano 5Qu média s 1% antibiotiky. Po 24 hodinach inkubagk lmdebrano
10Qul supernatantu affgldno 3Q média s ATB. *statisticky vyznamny rozdil opratkupirg
DC+B (24 hodin). ** statisticky vyznamny rozdil ayr skupiré DC+B (48 hodin)
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4.3 Vliv slin na aktivaci CD4 T lymfocyti

Vtomto pokusu byl m¥en vliv slin na aktivaci CD4 T-lymfocyt dendritickymi
buikami. Lymfocyty byly gidany k dendritickym bikam gedem ovlivienym boreliemi a
slinami jako v pedchozim pokusu. Po 48 hodinach inkubace byigena koncentrace IL-2
v odebraném supernatantu (Graf 8) a za dalSicha2dnhbyla néiena proliferace buik
v jednotlivych skupinéach (Graf 9).

4.3.1 Produkce IL2

Dendritické buiky inkubované s boreliemi indukuji u T-lymfoéyprodukci IL-2 0 27%
vySSi nez DC neovliwmé. Ridani slin snizilo produkci IL-2 0 5% a preinkubab€ se
slinami 4 hodiny ped gidanim borelii snizilo produkci IL-2 na Uravekontroly (DC+T).
Nespecifické CD4+ T-lymfocyty inkubované s DC ovimymi boreliemi neprodukovaly
zvySené mnozstvi IL-2 (Graf 8).
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Graf 8: Vliv klistécich slin na schopnost DC aktivovat produkci IL-D43 T-lymfocyty.
K dendritickym butkam (5x10 v 50ul média) ovlivienym boreliemi (1DC : 10 bor.) a slinami
(10ug/ml v 251l média) gidanymi zarové s boreliemi (skupina S) nebo 4 hodinyeg
boreliemi (skupina S-4) bylyraldny specifické CD4+ T lymfocyty (T) nebo kontrol@D4+ T-
lymfocyty (K), (3x1G v 20Qul média). Inkubace probihala 48 hodin. *statistiokiznamny
rozdil oproti skupitd DC+B+T.

4.3.2 Proliferace CD4 T-lymfocyti

Dendritické buky inkubované s boreliemi indukovaly proliferaciyimfocyti (Graf
9). Fidanim slin se proliferace snizila o 14 %tagyeinkubaci DC se slinami 4 hodinyeal
piidanim borelii se mnozstvi T-lymfaysnizilo o 28%.
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Graf 9: Vliv kliStécich slin na schopnost DC aktivovat proliferaci GDZ-lymfocyti.
K dendritickym butkdm (5x10 v 50ul média) ovlivienym boreliemi (1DC : 10 bor.) a slinami
(10ug/ml v 2511 média) gidanymi zarové s boreliemi (skupina S) nebo 4 hodinyeg
boreliemi (skupina S-4) bylyraldny specifické CD4+ T lymfocyty (T) nebo kontrol@D4+ T-
lymfocyty (K), (3x10 v 20Qul média. Inkubace probihala 72 hodin. *statistickjznamny
rozdil oproti skupitd DC+B+T.
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5. DISKUZE

Dendritické buiky jsou vyznamnou s@asti imunitnihno systému. Jako sast
nespecifické imunity se vyskytuji v mnoha tkanicheustéle ,nabiraji vzorky z prasti*,
zpracovavaji je a prezentujiidkam adaptivni imunity. Tato jejich schopnogfimat latky ze
svého okoli a prezentovat je T-lymfoagt je klicovym mistem v imunitni odpa&di, protoZze
spojuje specifickou a nespecifick@ast imunity. V odpogdi na boreliovou infekci je role
dendritickych busk nepopiratelna. Poté, co se Wigifisaje na kZi hostitele, borelie se
piremisti ze geva do slinnych Zlaz a poté spolu se slinami ddaamigichu. Odtamtud set&i
do okolni tkd® a jsou fagocytovany lskkami nespecifické imunity, jako jsou makrofagy a
dendritické biiky. Ty potom prezentuji jejich antigenni sdésti specifickym CD4+ T-
lymfocytam, které potom aktivuji cytotoxické T-lymfocyty nelB-lymfocyty a ty za&nou
tvorit protilatky.

Sliny kli&'at usnaduji klistatim sani krve, maji antihemostatické, antikoaguia
antihistaminické a imunosupresivniciiky. Borelie dokazi stefn jako jiné patogeny
prenasené klisaty vyuzivat farmakoaktivnich vlastnosti latek atesaych v kligtcich slinach
ve s\ij prospech.

Z naSich pozorovani plyne, Ze spiroch&yafzelii jsou hoji fagocytovany naivnimi
dendritickymi butkami a poté zpracovany na mensi fragmenty. Proademdritickych buik
fagocytujicichB. afzdlii bylo vlivem slin snizeno o 32% z 51% fagocytwjiciburgk pfi
inkubaci DC beze slin na 35%ihodinové inkubaci se slinami. Takto vyznamny skl
ukazuje, Ze inhildni efekt proteifi obsazenych ve slinach, ktery uz byl sledovan mgchi
arovnich imunitni odpaosdi, se projevuje uz v prvnich okamZicich po vstigouelii do tla
hostitele. Podolinsnizena schopnost fagocyt@®yafzelii vlivem klis€cich slin¢i SGE byla
pozorovana u mysSich makrofagKyckova a Kopecky, 2006), kde po hodinové inkubaci
pozorovali sniZeni gitu fagocytujicich makrofdg o 53% (SGE 2ug/ml) a 57% (SGE
20pg/ml). Ribeiro et al. (1990) pozorovali intibi efekt slinlxodes dammini (=I. scapularis)
na fogocyt6zuB. burgdorferi u krysich neutrofil. Snizena schopnost fagocytovat by mohla
byt zpisobena obsazenim receptatendritickych budk proteiny slin. Nagiklad Salp15 se
vaze na lektinovy receptor DC-SIGN (Hovius et, &008). Protoze DC jsou je¢mi
z prvnich bugk U¢astnicich se imunitni odpédi proti boreliim, inhibice jejich fagocytarni
aktivity muze mit velky vliv na $eni infekce a riwe byt jednou ziiin slinami

aktivovaného fenosu.
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Dendritické buky po stimulaci boreliemi aktivuji specifické CD4F-lymfocyty.
Zpasobuji jak jejich proliferaci — p®t specifickych T-lymfocyt po #idenni inkubaci s DC
stimulovanymi boreliemi byl 0 36% vysSi neZpbT-lymfocyth nespecifickych. Vlivem slin
byla schopnost DC aktivovat proliferaci specificky€-lymfocyti snizena o 16% a o0 29%
v piipadt preinkubace DC se slinami 4 hodinieg gidanim borelii. Také produkce IL2
specifickymi T-lymfocyty, kterou vyvolala inkubace DC stimulovanymi boreliemi, byla
snizena pdanim klis¢cich slin k DC pi inkubaci s boreliemi nebo 4 hodinyega gidanim
borelii a to o 5% resp. 22%. Je znamo, Ze protsiimpych Zlaz, obzvlasSalpl5, mohou
piimo inhibovat aktivaci T-lymfocyi pres interakci s CD4 receptorem (Anguita et al.,2200
Garg et al., 2006). Také z kostried® odvozené DC, které bylyigdem ovliviené slinami
nebo jejich slozkami, iedevsim prostaglandinem E2, maji zhorSenou schomkbisovat
antigen specifické T-lymfocyty (Sa-Nunes, 2007)satladu sdmito daty naSe vysledky
ukazuji, Ze snizena proliferace T-lymfotya produkce cytokiin je zprostedkovana
dendritickymi butkami. ProtoZze T-lymfocyty nebyly vipmém kontaktu se slinami, pouze
s DC, které byly slinami ovliwné. Je tedy pravpodobné, Ze inhibni efekt slin na T-
lymfocyty je jak gimy, tak zprosedkovany antigen prezentujicimittkami.

Borelie stimulovaly dendritické hiky k produkci cytokii TNF-o, IL-6 a IL-10 a
vlivem slin bylo mnozstvi vSeckdhto cytokiri snizeno. O byla wtSi inhibicni schopnost
slin pozorovana u DC preinkubovanych se slinamiodity pred gidanim borelii. Snizeni
produkce TNFe a IL-6 bylo jiz pozorovano u dendritickych kitnpod vlivem proteinu
Salpl5. Dendritické hiky prijimaji signal o boreliové infekci pragtdnictvim Toll-like
receptot a lektini jako je DC-SIGN, na ten setrbe vazat protein slin Salp15 a inhibovat tak
produkci IL-6 a TNFe zvySenym rozkladem jejich mRNA (Hovius et. al. 08D SniZzena
schopnost DC produkovat TNEmuze byt také zfisobena prostaglandinem Egtpmnym
ve slinach (Sa-Nues et al., 2007). Bylo jitvé ukazano, ze kli&ti sliny nebo SGE snizuji
produkci Thl cytokif a zvySuji nebo ne#éni produkci Th2 cytokit (Kopecky et al., 1999;
Skallové et al., 2008; Fereira a Silva 1999). @ tgtaci se ukazuje, Ze kKst sliny snizuji
mnozstvi produkovanych Thl cytokin(lL-6 a TNFw), ale gekvapiv i jednoho Th2
cytokinu (IL-10). Redevsim po dvoudenni inkubaci DC a borelii se sling tento efekt
vyrazny. Tato data jsou v kontrastu s vysledky alvianymi Kopeckym a kol. (1999), kde
byl naopak pozorovan vyznamny stimira efekt slin na produkci IL-10 splenocyty, coz
podporuje teorii, Ze sliny népobi jen proti vyvoji Thl imunitni odpeédi, ktera by vedla
k poskozeni kligte, giipadre i k jeho smrti, ale zarowepodporuji Th2 reakci, ktera na kst

vliv nema. | dalSi publikace uvadi zvyseni IL-1@veim pisobeni slinti SGE. Zeidner a kol.
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(1997) @i pokusech in vivo row¥ zaznamenali ip sani kliséte na mySi kmene C3H/HelJ
narist hladiny Th2 cytokifh (IL-4 a IL-10) pedevSim Bhem prvnich &kolika dni. Jina
studie, ktera clita vice prozkoumat efekt slin na IL-10 (Hannierakt 2003) ukazala, ze
splenocyty stimulované LPS i Concanavalinem A $niaodukci IL-10 @i pasobeni slin a
to jak u splenocyit z mySi kmene Balb/c tak z kmene C3H/HeN. Tyto kasthi vysledky

vysweétlovali rtaiznym pivodem Kligat, z nichz byly sliny nebo SGE ziskany.

Sliny I. ricinus tedy ovliviiuji schopnost mySich dendritickych lreagovat na infekci
B. afzelii na vSech sledovanych arovnich. Vyraamizuji jejich schopnost fagocytézy, snizuji
produkci Thl (IL-6, TNFe) a peekvapiv i Th2 (IL-10) cytokini. SniZuji také schopnost
dendritickych busk aktivovat proliferaci T-lymfocyt a produkci IL-2. Byl tedy ukazan
inhibi¢ni efekt kliSécich slin na imunitni odp@d’, avSak spiSe nez posunuti imunitni
odpowdi k Th2 jsme pozorovali celkovy atlum imunitni kea. Tento komplexni efekt
klistécich slin na DC vede jak k omezeni nespecifickénityua zawstlivé reakce tak k vyvoji
adaptivni imunitni odpaidi a je nepochybhvyuzivan jak kligaty, tak jimi genaSenymi

patogeny.
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Ukézka coiling fagocyt6zy borelie dendritickourixou.
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