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1. LITERARNI P REHLED

1.1.LYMESKA BORELIOZA

e

onemockni v USA a Evrop (Dennis a Hayes 2002).

Historie tohoto onemoeni saha do roku 1883, kdy byly poprvé popsarignaky
onemocgni, dnes zndmé jako acrodermatitis chronica arta@pisi. Bhem nésledujicich let
byly pozorovany a popsany dalStiznaky, které dnes ijpisujeme lymeské borelioze
(Bartin¢k et al. 2006). Milnikem v historii lymeské boredip je vSak rok 1976, kdy byl
v méstetku Old Lyme ve st&tConnecticutt zaznamenan epidemicky vyskyt revrdaioi
artritidy u cBti. Poté co bylo toto onemo&m dano do souvislosti s dalSimiiznaky
a vysokym vyskytem Kkli&t Ixodes scapularisy dané oblasti, byloigjmé, Ze revmatoidni
artritida je pozdnim projevem ktidty prenaSeného onemasri, nazvaného lymeska
borelidza. V roce 1981 pak Burgdorfer izoloval znfyixodes scapularisiovou spirochetu
nazvanou Borrelia burgdorferi O rok pozdji byla tato spirocheta kultivovana také
z paciend trpicich lymeskou boreliézowimz byla oficial@ potvrzena jako etiologické
agens tohoto onemogmi (Steere 1989).

Lymeskou boreliozu u lidi prokazatélrepisobuji ¢tyii z dnes znamych osmnacti
druhi spirochet komplexuBorrelia burgdorferi sensu lato B.bs.l.), a to Borrelia
burgdorferi sensu stricto (B.b.s.sBorrelia afzelii, Borrelia garinii a Borrelia spielmanii
(Wilske et al. 2007).

Boreli6za je komplexni onemo&mi postihujici fadu organ. Pacient je obvykle
infikovan spirochetami, které proniknou ddZe @i sani kliséte a odtud se 8idéale do
organismu. RozliSujemditfaze infekce boreliemi. V prvni fazi ranné lokaivané infekce
pozorujeme typickou skvrnu s proja&sim ve stedu, ktera je nazyvana erythema migrans.
Ta se objevuje tydedti dva po infekci a Ize ji nalézt u vice jak 80 %ceamti. Prvni faze
muze byt téZ doprovazena sériifiglkovych @iznalki, jako jsou zvySena teplota, nevolnost
¢i bolesti kloulii (Nau et al. 2009).

Nekolik tydni po prvni fazi infekce nasleduje druha féasné generalizované infekce,
kdy dochazi k rozptyleni spirochet #de do sekundarnich orgarNejasgjSim projevem je
postiZzeni nervové soustavy — neuroboreli6za, prgielvse meningitidou, obrnou licniho
nervuc¢i myelitidou (Satz 2002). PostiZzeniuie déle zahrnovat srdce, kloutiyoci (Duray
a Steere 1988, Bdrtck et al. 2006).



M¢sice az roky po infekci se manifestujett faze onemoami, nazyvana také pozdni
¢i chronicka. Typicky se projevuje jako acrodermsitihronica atrophicans (Satz 20@2)
chronicka artritida postihujicifpdevsim kolenni a ramenni klouby. Tato artritihesto
pietrvava i po pel&eni antibiotiky, #ejm¢ jako disledek zkizené autoimunitni reakce
(Steere a Glickstein 2004).

Klinické projevy infekce zavisi krotnveéku a zdravotniho stavu pacienta také na druhu
borelii, kterymi je¢lovek infikovan. Borrelia burgdorferisensu stricto Zjsobuje pedevsim
kloubni onemockni, Borrelia afzelii infikuje kazi a zpisobuje jeji chronické postizeni

aBorrelia garinii je neurotropni (Steere et al. 1987, Oschmann 1B&fyn et al. 2003).

V sowasné dob neni dostupna zadna vakcina proti lymeské borelixistuje vSak
jiz n¢kolik kandidatnich vakcin, jejichZ¢innost a bezpmost je v soéasnosti zkoumana.
Mezi hlavni boreliové antigeny, které jsou testovgako potencialni vakciny, patOspA
(outer surface protein A), OspC (outer surfacegnoC), DbpA (decorine binding protein
A) a dalSi. Krong boreliovych antigeije vyvoj vakciny proti lymeské boreliéze z&mn na
proteiny kliS&cich slin jako je nafiklad Salp15 (Schuijt et al. 2010). Vakciny zaloZema
imunizaci hostitele imunomodwaimi proteiny klis¢cich slin se nazyvaji ,trans-block"

vakciny neboli vakciny blokujicitpnos. Jejich cilem je zablokovarteposu patogena.

Tab. 1. Klinick& charakteristika lymeské borelidozyfépzato z Parola a Raoult 2001)

klinicka charakteristika podle faze infekce
¢asna infekce

symptomy lokalizovana diseminovana chronicka
kozni erythema migrans EM, sekundarni |éze acrodermatitis chronica
lymfocytom, atrophicans
vyrazka, kopivka
neurologické - meningitida, encefalomyelitida,
neuritida, myelitida demyeliniz&ni
syndrom,
polyneuropatie
srdeni - myokarditida,
myoperikarditida
revmatologické lehka artritida chronicka artritida
océni konjunktivitida keratititda
razné chiipkové hepatitida, -
priznaky splenomegalie,
hematurie,
proteinurie
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1.2.ROD BORRELIA

1.2.1. TAXONOMIE

Z taxonomického hlediskkadime borelie doridy Spirochaetesiddu Spirochaetales
aceledi Spirochaetaceae. Do teéieledi spolu s roderBorrelia pati mj. dalSi medicinsky

vyznamny rodlreponemapiavodce syfilidy.

Rod Borrelia Ize rozalit na dw skupiny borelii zpsobujici fiznd onemoani
obratlova vcetre ¢loveéka. Pati sem druhy zpsobujici navratnou hotku (nag. Borrelia
duttoni)a komplex druth souhrng ozna&ovanyBorrelia burgdorferisensu lato. V sa@asné
doke tento komplex zahrnuje jiz 18 dnuhPati mezi & B. afzelii B. americana B.
andersoni B. bavariensis B. bisetii B. burgdorferi sensu strictoB. californiensis B.
carolinensis B. garinii, B. japonica B. kurtenbachiiB. lusitaniae B. sinica B. spielmanij
B. tanukii B. turdae B. valaisianaa B. yangtzgCanica et al. 1993, Rudenko et al. 2009a,
Marconi et al. 1995, Margos et al. 2009, Postialefi998, Johnson et al. 1984, Postic et al.
2007, Rudenko et al. 2009b, Baranton et al. 192®ydbata et al. 1993, Margos et al. 2010,
Le Fleche et al. 1997, Masuzawa et al. 2001, Ricttal. 2004, Fukunaga et al. 1996, Wang
et al. 1997, Chu et al. 2008).

V Evropé se na rozdil od Ameriky, kde Ize nalézt poiburgdorferis.s., vyskytuji
vSechnyctyti patogenni druhy. JejichignaSei jsou kli¥ata rodulxodes V Evrops je to
Ixodes ricinus v Americelxodes scapularisa Ixodes pacificusV Asii pak naleznemes.
afzelii a B. spielmaniiprendSené klistem Ixodes persulcatugMiyamoto a Masuzawa
2002). V Asii a Evrop byla téZz zaznamenéna infek& valaisiana ktera zfisobuje
erythema migrans &sto se vyskytuje v koinfekci& garinii (Bartinék et al. 2006).



Tab. 2. Prehled jednotlivych druinborelii

druh

Borrelia afzelii

Borrelia americana

Borrelia andersonii

Borrelia bavariensis

Borrelia bisetii

Borrelia burgdorferi
sensu stricto

Borrelia californiensis
Borrelia carolinensis
Borrelia garinii
Borrelia japonica
Borrelia kurtenbachii
Borrelia lusitaniae
Borrelia sinica

Borrelia spielmanii

Borrelia tanukii

Borrelia turdae

Borrelia valaisiana

Borrelia yangtze

hlavni vektor

l. ricinus, I. persulcatus

I. pacificus, I. minor

|. dentatus

l. ricinus

l.ricinus, I. scapularis, I.

pacificus, I. minor

l.ricinus, I. scapularis, I.

pacificus

l. ricinus, |. scapularis, I.

pacificus

|. minor

l. ricinus, |. persulcatus

|. ovatus

|. scapularis

l. ricinus

|. ovatus

l. ricinus

|. tanuki

|. turdus

l. ricinus, I. granulatus

Haemaphysalis longicornis
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lokalizace

Asie,
Evropa

USA
USA

Evropa

USA,
Evropa

USA,
Evropa
USA
USA
Asie,
Evropa
Japonsko
USA,
Evropa
Evropa
Cina

Evropa

Japonsko

Japonsko

Asie,
Evropa

Cina

citace

Canica et al.
1993

Rudenko et al.
2009a

Marconi et al.
1995

Margos et al.
2009

Postic et al.
1998

Johnson et al.
1984

Postic et al.
2007

Rudenko et al.
2009b

Baranton et al.
1992

Kawabata et al.
1993

Margos et al.
2010

Le Fleche et al.
1997

Masuzawa et al.
2001

Richter et al.
2004

Fukunaga et al.
1996

Fukunaga et al.
1996

Wang et al. 1997

Chu et al. 2008



1.2.2. MORFOLOGIE

Borelie jsou mikroarerofilni Gramnegativni spirothepro které je typicky protahly
spiralovity tvar s pravidelnymi zavity ve vzdaletio®,2 um, jejichZz p&et kolisd mezi
¢tyimi az patnacti (Goldstein et al. 1996). R&¥ndélka spirochet fike byt znané
variabilni, v zavislosti na jednotlivych druzich gehybuje mezi 10 a 20 pm.i& borelii
dosahuje 0,2—-0,5 um (Barbour a Hayes 1986).

Na svém povrchu maji borelie &&i mnohovrstevnou membranu, ktera ma unikatni
strukturu, charakteristickou vySSim zastoupenimtgimd kovalent®d modifikovanych
s lipidy, nizSim podilem transmembranovych praieira absenci bakterialniho
lipopolysacharidu, ktery je typicky pro Gramnegafibakterie (Haake 2000, Hossain et al.
2001). Tato membrana je navic Zmatekuta a labilni. Jeji unikétni architektura takjme

~ A~

odpovida za lepSitpziti borelii v penasei i hostiteli (Haake 2000).

VnéjSi membrana obklopuje protoplasmaticky cylinderigtse sklada z cytoplasmy
a peptidoglykanu (Barbour a Hayes 1986). Tyto¢ dvrstvy (vrgjSi membrana
a protoplasmaticky cylindr) jsou od&ldny periplazmatickym prostorem, ve kterém se
nachazi sedm az jedenact helikalnicilii. Biciky se vypinaji z bazalnich disk
umisgnych v cytoplasmatické membkana obou pdélech kiky (Motaleb 2000). Biiky jsou
sloZzeny z flagelarnich proteirdvou tid. FlaA se nachazi v pochiwicika a je typicky pro
spirochety, zatimco FlaB, nazyvany flagellin, seh@i v deni (Ge et al. 1998). Proteiny
bi¢iki jsou silré imunogenni, avSak diky lokalizaci¢bit pod vrEjSi membranou jsou tyto

antigeny chragny pred imunitnim systémem hostitele.

Periplazmatické Wiky borelii obté&ejici cely bugcny cylindr hraji dilezitou ulohu
nejen @i pohybu spirochet, ale také&ipdrzovani jejich specifického tvaru. Na rozdil od
vétSiny bakterii, jejichZ tvar je udrzovan vrstvoupfidoglykanu buscné sény, je tvar
borelii vysledkem komplexnihaipobeni bu&ného cylindru a vnitich biika (Motaleb et
al. 2000). Pro borelie je typicky Sroubovity pohybery jim umo#uje pohyb jak v nizce,
tak i ve vysoce viskdznim pragsti (Wolgemuth et al. 2006).



1 1 |
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Obr. 2. Rota&ni pohyb borelie (Li et al. 2002)

1.2.3. GENOM

Genom borelii je unikatni svou strukturou. Popry&alkompletni genomova sekvence
Borrelia burgdorferisensu stricto kmene B31 publikovana Fraserovowce 997 (Fraser
et al. 1997). Genom sestava z linearniho chromozommelikosti 910 725 pérbazi (bp)

a z dvanacti linearnich a deviti cirkularnich plafimo celkové velikosti 610 644 bp
(Casjens et al. 2000). Chromozomalni genom bojelifelativie maly, obsahuje geny
kodujici zakladni proteiny pro replikaci DNA, trdmipci, translaci, transport latek
a energeticky metabolismus. AvSak chybi zde geny gyntézu nukleovych kyselin,
aminokyselin, mastnych kyselin a kofaktorenzynmi. Kvili tomuto nedostatku

biosyntetickych drah je proast borelii in vitro nutné specialnfistové medium BSK-H

-6 -



doplréné kraltim sérem (Barbour a Hayes 1986, Tilly et al. 20083 plazmidech se
nachazi pedevsim geny pro povrchové proteiny bakterii a digktvirulence. Nkteré
plazmidy se Bhem kultivace ztraceji, coz irhe veést ke ztrét infektivity a virulence
patogena. AvSak néilad plazmid cp26 nesouci gen pro povrchovy liptgin OspC,
nachazejici se ve vseckinpdnich izolatech, sethem in vitro kultivace neztraci (Casjens et
al. 2000). Linearni plazmidy obsahuji velké mnoggpgeudogeln které jsou Ejme
dusledkem rychlych evolinich znén (Casjens et al. 2000).

V nedavné dobbyla provedena genomova sekvence dal$iohdti izolati. Geneticka
informace zapsana na linearnim chromozomu se zdzniasné stabilni a az na par vyjimek
je geneticky obsah mezi jednotlivymi izolaty idekiy (Schutzer et al. 2011). AvSak mezi
plazmidy je zn&na variabilita jak uvnit jednotlivych izolat, tak i mezi nimi. Zda se, Ze
muze dokonce probihat horizontalni v§ma genetické informace mezi plasmidy blizce
piibuznych kmet Borrelia burgdorferi(Qui et al. 2004, Schutzer et al. 2011). Niad
geny, které jsoutdezité pro infektivitu nebo igtrvani v hostiteli jako jsoospCé¢i VISE, se
uvnitt i mezi jednotlivymi kmeny vyznangnisi na drovni nukleotidl a aminokyselin. Tato
variabilita v genovém produktu z&r@& komplikuje vyvoj vakciny zaloZzené nachto
proteinech (Tilly et al. 2008).

1.3.INTERAKCE BORELII S IMUNITNIM SYSTEMEM HOSTITELE

Béhem sani klite borelie infikuji hostitele a indukuji silnou imini odpo¥d’, jez
zahrnuje mechanismyfipozené i specifické imunity. Navzdory tomu jsourdde schopny
pietrvat v hostiteli gkolik let, a to i po antibiotické tb¢. Je to diky tomu, Ze borelie si
stejreé jako mnoho jinych bakterii vyvinulkadu mechanisin které jim umo#uji vyhnout se
acinkam imunitniho systémwi je potlait. Mezi ¢ pati nagiklad snizena exprese
n¢kterych povrchovych lipoprotein inaktivace efektorovych mechanigna skryvani se

v imunologicky privilegovanych mistech jako je maa¢na hmota.

Hlavni roli v obrag proti boreliim hraje fedevsim v z&teini fazi infekce prozena
imunita. Antigeny na povrchu borelii aktivuji abetivni drahu komplementu. SloZzka C3b
komplementu se navaze na povrch bakterii a vethkkreakci, které vyusti v tvorbu

membrany atakujiciho komplexu (MAC) a lyze bakt@tovius et al. 2007).

Pt zahajeni imunitni odpa@di hostitele na infekci boreliemi hraji vyznamnoali r
Toll-like receptory (TLR) 1 a 2 nachazejici se mawvnghu fagocyi (Hirschfeld et al. 1999,

Wooten et al. 2002, Wang et al. 2004). TLR 1 a®itgpole&n¢ TLR1/2 heterodimer, ktery
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rozpoznava triacyl lipoproteiny na povrchu bakterdz vede k aktivaci makrofaa jinych
fagocyti a k nasledné produkci prozdiivych cytokini, jako jsou TNFe, IL-1B, IL-6, IL-8,
IL-12 ¢i IL-23 (Randolph et al. 1995, Knauer et al. 2006sting et al. 2011), k produkci
adhesivnich molekul a tvatbsuperoxidu a oxidu dusnatého makrofagy a neugrofil
(Morrison et al. 1997). VSechny tyto reakce paksiyji v likvidaci spirochet. Na misto
infekce infiltruji také dendritické hiky, neutrofily a monocyty (Steere et al. 2004). Ko
TLR hraji @i rozpoznani spirochet borelitigZitou roli také dalSi receptory, a téegevsim
NOD 2 (nucleotide-binding oligomerization domairmigin) spolu s adaptorovou molekulou
RICK (receptor-interacting serine/threonine kinas@) povrchu makrofaga manosovy
receptor na povrchu fagodytiehoz exprese je zvySen#i mfekci boreliemi (Oosting et al.
2010, Cinco et al. 2001).

Zda se, Ze iezitou ulohu v rozpoznani spirochet hraje taképtmtava molekula
MyD88 (myeloid differentiation primary response f@io 88), ktera je ktiovou signalni
molekulou pro ¥tSinu TLR a hraje roli f fagocyt6ze bakterii (Fikrig et al. 2009, Shiraét
2008).

Prvnim z mechanisiin které umo#uji boreliim gezit v hostiteli, je inhibice
komplementu inaktivaci C3b slozky. Borelie exprimnog svém porchu CRASP proteiny
(complement regulator-aquiring surface proteinkrp proteiny (Osp E/F-related proteins)
vazici se na faktor H a faktor H-like protein (reeotin), které jsouifrozenymi inhibitory
komplementu (Helwage et al. 2001, Kraiczy et al0D0 Schopnost borelii inhibovat
komplement vSak kolisa mezi jednotlivymi druhy (kmbach et al. 1998).

Mezi dalSi mechanismy p@atzména exprese dkterych povrchovych protein
NejznangjSim je VISE protein (variable major protein-likegaience) kdédovany plasmidem
Ip28. VIs lokus kEhem infekce hostitele podléha nahodné rekombirdera vyusuje ve
znanou antigeni variabilitu tohoto proteinu (Liang &t 2004). Sotasré se zvysenim
exprese VISE proteinu dochazi ke snizeni expreshg povrchového lipoproteinu OspC
(outer surface protein C). Tento protein jdedity v paiateini fazi infekce, je vSak velmi
silnym imunogenem, a tak je jeho produkce &phu infekce potléena. Z tohoto dvodu
hraji protilatky proti OspC vyznamnou roli v{aeni fazi infekce, avSak nejsowiané

v perzistentni fazi infekce (Liang et al. 2002).

Pri preziti borelii v hostiteli hraji vyznamnou roli takéoteiny borelii, které se vazi na
slozky extracelularni matrix. Tato vazbgep¢ pomaha fezit boreliim v poateni fazi
infekce a také napomaha jejich diseminaci v orgaunia naslednémuetrvavani v cilovych

organech. Mezi tyto proteiny gaDbpA a DbpB (decorin-binding proteins), kterévégi na
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dekorin, BBK32 vazajici fibronektin, Bgp (glycosarmaglycan-binding protein) vazajici se
na proteoglykany a P66, ktery se vaZe na intedBuypo et al. 1998, Probert a Johnson 1998,
Parveen et al. 2006, Coburn a Cugini 2003). geachodu borelii endotelidlni vrstvou
a jejich diseminaci v organismu jsouleZite také proteiny ErpA, P a C, které se vazi na
plasminogen. Vazba patogema plasminogen a jeho nasledna aktivace umoZzrietiak
rozruSit extracelularni matrix a membrany a vstowa krevnihoreciste¢ (Brissette et al.
2009). Nekteré studie vSak naz&gi, Ze tyto proteiny nejsou pro infekci hostitélereliemi
nepostradatelné (Shi et al. 2006, Li et al. 2006).

Lazarus a kolektiv také ukazali, Zze zivé boreliehow potl&it funkci makrofag

zvySenou produkci IL-10 (Lazarus et al. 2008).

DalSi zajimavou strategii borelii v boji profinozenym imunitnim reakcim hostitele je
absence fyziologické piby Zelezadmito spirochetami. Ty na rozdil od jinych bakterii
velmi omezily mnozstvi Zeleza nutné pistra geziti v hostiteli. Tato vyhoda jim pomaha
obejit limitované mnoZstvi Zeleza v hostitelskénosgedi, které je pro jiné patogeny
piekdZkou. Navic se tim borelie vyhnou moZnému nagabestitelskym systémem, pro

n¢jZ jsou enzymy obsahujici Zelezo jednim & ¢Rosey a Gherardiny 2000).

1.4.KLISTE
1.4.1. OBECNA CHARAKTERISTIKA

KliStata jsou vysoce specializovani, obligatni, krevcéagktoparazité, kié saji na
Sirokém spektru hostitelzahrnujicim savce, ptaky, plazy a obojzivelniky qadém s¥été
(Anderson a Magnarelli 2008). Z tohotdvddbdu jsou kligata hned po komarech druhymi
negasgjSimi prenasei lidskych patoget (Parola a Raoult 2001).

Taxonomicky z#azujeme kliBata do kmene Arthropoda, podkmene Cheliceréidy t
Arachnida,fadu Acarina a paddu Ixodida. Pao@d Ixodida dale iveme rozliSit natyfi
¢eledi, z nichz hlavni jsou Ixodidae, neboli ,tvrkiéstata“, ktera se vyzraji pritomnosti
hibetniho Stitku, a Argasidae, nazyvana takékka klig'ata“ ktera maji ohebnou kutikulu
(Oschmann et al. 1999, Gray et al. 2002). Dal& ¢rledi Nuttalliedae a Laelaptidae
zahrnuji pouze po jednom zastupci a nejsou z meského a veterinarniho hlediskaefité
(Anderson a Magnarelli 2008).

Klistata zceledi Ixodidae a Argasidae se kromozdilné morfologie odliSuji také
rozdilnou strategii ip ziskdvani potravy, tedy krve. Ixodidae fdtuji k plnému naséati
nékolik dni, bthem nichz #stavaji peva prichyceni ke svému hostiteli, zatimco Argasidae
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vyZaduji pouze par mingt hodin opakovaného sanikhem rfhoz nejsou ke svému hostitel

pevre prichyceni (Bergman 1996).

NejvyznangjSim zastupcemceledi Argasidae jeOrnithodoros moubataktery je
pienadéem Borrelia duttonj pivodce navratné hotky u lidi. Celed Ixodidae niZze byt
dale rozdlena na Metastriata, kam piatnagiklad rody Dermacentora Rhipicephalus
a Prostriata, mezi které patrod Ixodes (Francischetti et al. 2009). Z hledisk#eposu
patogefi nacloveéka je jednoznéné nejvyznameijSi praw rod Ixodes Klistata tohoto rodu,
piedevsimixodes ricinusl. scapularis I. persulcatusal. pacificus se vyznamé podili na
pienosu zavaznych lidskych patogefako jsou komplexBorrelia burgdorferisensu lato,
Anaplasma phagocytophilyrBabesia microtiBabesia divergend-rancisella tularensisi
virus kli¥'ové encefalitidy (Gray et al. 2002).

1.4.2. ZIVOTNi CYKLUS

Z hlediska vyznamu proienos patogehnna ¢lovéka je hlavni vyzkum za#ten na
americké kli&t Ixodes scapularis evropské kligtixodes ricinus|. scapularisje rozsfen
piedevsim ve vychodni polowirtJSA a na jihovycho&lKanady, zatimca. ricinus najdeme
na Wtsiné uzemi Evropy. V poslednich letech byl zaznamer@sup vyskytul. ricinus do
vysSich nadmiskych vysek a s tim spojeny dar vyskytu gkterych lidskych patogen
v téchto oblastech (Danielova et al. 200B)jvotni cyklus &chto dvou kligat zahrnuje it
vyvojova stadia: larvu, nymfu a dadpe. Kazdé stddium saje krev ze svého hostitele
nékolik dni, coZz poskytuje hostitelskému imunitnimyst@mu pilezitost k obra®, kterd
vede ke zhorSeni sani kit az k jeho odpadnuti (Bergman 1996). Sani lakévdva azii
dny, nymf ti az @t dni a dosglé samice saji sedm az @ewni. Dospli samci saji krev
pouze vyjimeéné. Tato kli§ata pati mezi tzv. trojhostitelské druhy, coz znamenakaidée

stadium saje na jiném hostiteli.

Po nasati opousti kazdé stadium hostitele a dgi&j\probihd v opadance. Samice
jsou schopny kopulovat az gast&éném nasati krve, a to digpiimo na hostiteli, nebo mimo
ngj, posléze kladou vajka, jejichz pdet se pobyhuje gmeérné okolo dvou tisic. Cely vyvoj
trva za piznivych podminek dva azitroky (Oschmann et al. 1999, Anderson a Magnarelli
2008).

Ixodes ricinug |. scapularispati mezi tzv. non-nidikolni Kklig&ta, coz znamena, Ze je
muzeme nalézt ve volné vegetaci. Tento fakt ma zdedék, Ze tyto druhyifjdou do
kontaktu stlovékem casgji nez kli¥ata takzva#é nidikolni, ktera Ziji v Ukrytech svych
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hostiteli, a proto jsou také n&gsgjSimi prenosci patogen na ¢lovéka (Gern a Humair
2002).

Obr.4. Vyvojova stadidxodes scapularigwvww.aldf.com)

1.5. INTERAKCE KLIST ETE S IMUNITNIM SYSTEMEM HOSTITELE

Sani kligat je velmi komplexni a nakay proces, ktery u klf&t z¢eledi Ixodidae trva
obvykle rekolik dni. V jeho ptibéhu musi kli& rozrusit vrstvu epidermis a vytkio ranu,
kterd se naplni krvi, tzv. ,feeding pool“¢Bem celého procesu uwiije kliS€ ze slinnych
Zlaztadu molekul, které mu umadji jednak pevnéijchyceni v mist sani a také usnadiji
samotné sani krve a ochtgi jej pred napadenim hostitelskym imunitnim systémem. Tento
fyzik&Ini a chemicky utok na imunitni systém hadét vyasuje v silnou hemostatickou
azargtlivou imunitni odpo¥d’. Sajici klis¢ vyvolava girozenou i adaptivni imunitni reakci.

Jako prvni gjdou do kontaktu se slinami a sacim ustrojim Et&Stbuiky trvale
piitomné v epidermis a dermis, mezi nimi figjJad Langerhansovy liky, Zirné buky ci

makrofagy. Tyto biikky uvoliuji predem pipravené mediatory, které zahaji imunitni reakci
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apilakaji do mista sani dalSi fiky (Francischetti et al. 2009). Takto vznika v misani
klistéte lokalni zawtliva odpovd, na které se ip sani na naivnim hostiteli podileji
predevsim neutrofily (Brossard a Wikel 2004, Kbwe®04). Ty jsou prvni obrannou linii
piirozeného imunitniho systému. Krémabijeni invadujicich mikroorganisma produkce
prozargtlivych cytokini produkuji neutrofily takéadu chemoatraktaitkteré se podileji na

prilivu dalSich bugk béhemcasné faze infekce (Francischetti et al. 2009).

Ziskana imunitni odpad’ je zahajena kontaktem Langerhansovych ¢kukize
s klis€cimi imunogeny. Po kontaktu s antigeny migruji Largnsovy biikky do spadovych
lymfatickych win, kde se pemeni ve zralé dendritické ly. Ty funguji jako antigen
prezentujici biikky (APC) pro T lymfocyty, stimuluji jejich aktivaa proliferaci (Brossard
a Wikel 2004).

Pfi opakovaném sani kli&ke na hostiteli se #mi poner infiltrujicich burgk
av paateeni fazi infekce pevazuji pedevsim basofily a eosinofily. Ty vyvolavaji taknea
kozni basofilni hypersenzitivitu, ktera je typemdétbné hypersenzitivity (DTH) a podileji
se na ni Thl lymfocyty (Allen 1973, Brossard a Wik804). Tato reakce potom vede
k poskozeni kligte, které se rize projevit snizenou hmotnosti nasatého &Bsaz smrti
(Ribeiro et al. 1995).

Klistata si vSak vyvinulaadu &innych molekul, které ovliuji imunitni systém
hostitele a umaiuji jim GspesSné sani. Sliny klf%t obsahuji fedevsim molekuly zabfigjici
srazeni krve a molekuly s vazodilatémi, protizagtlivymi a imunomodulanimi

vlastnostmi (Wikel a Bergman 1997).

1.5.1. UCINEK SLIN NA HOSTITELSKY IMUNITNI SYSTEM

1.5.1.1. Molekuly s antihemostatickymi vlastnostmi

Béhem sani kligte dochazi k poruseni krevnich cév a krev ¥alyiéka do rany, kde
j maze Klis& nasavat. V &ném pipact by bylo krvaceni zastaveno hostitelskym
hemostatickym procesem, ktery zahrnigelu @&ji vedoucich k zast@vkrvaceni. Tento
proces by vSak néfznivé ovliviioval schopnost kliste sat krev. Z tohototvodu obsahuiji

sliny klisatfadu molekul psobicich proti procésn srazeni krve.

Tyto molekuly mohou fsobit na @znych drovnich. Najklad enzym apyraza
hydrolyzuje adenosin difosfat (ADP) a adenosinosiét (ATP) na adenosin monofosfat
(AMP) a tim potlguje agregaci destk (Ribeiro et al. 1991). DalSimi inhibitory deéstk
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jsou napiklad variabilin (Wang et al. 1996) prostacyklin a disintegriny, které brani vazb

fibrinogenu na krevni degky (Ribeiro et al. 1988).

Z dalSich proteith Ize zminit Ixolaris z klite Ixodes scapularis ktery inhibuje
aktivaci faktoru X indukovanou pomoci TF/FVlla (Raaschetti et al. 2002). Navic bylo
prokazano, Ze tento protein ma antitrombotickétulasti (Nazareth et al. 2006). Mezi dalSi

antikoagulanty séadi také proteiny Salp14 a Salp®f scapularis(Narashiman et al. 2002).

1.5.1.2. Molekuly s imunomoduknimi vlastnostmi

Molekuly obsazené v kli&ich slinach maji kroghhemostazy vyrazny vliv také na
vétSinu burtk a nebucnych sloZzek imunitniho systému. Diky tomu jsou tidi& schopna
sat po dobu &kolika dni, aniz by je obranna reakce hostiteleazg# poskodila a zabranila
jim v dspsSném nasati.

Vyznamnou roli pi potlatovani obranné reakce imunitniho systému sehravaji
inhibitory komunik&nich molekul. Schopnost imunitniho systému rozpbzia antigeny
a odpo¥dét na r¢ zavisi pra¥ na produkci a uvobni rady mediatal, které posléze aktivuji
dalsi slozky imunity. Mezi tyto molekuly gatchemokiny, kter&idi migraci bugk. Ve
slinach kliséte Rhipicephalus sanguinelnyly objeveny chemokiny vazajici proteiny, které
se nazyvaji evasiny. Tyto proteiny se vaziifidad na CCL3 (MIP-&), CCL4, CCL5
(RANTES), CCL11 (eotaxin) a CXCL8 (IL-8) (Déruazadt 2008). Také Marchalova a spol.
potvrdili inhibi¢ni (Cinky slin na IL-8 a MCP-1 (monocyte chemoattractamtein 1). V této
praci je navic uveden dalsi inhihi (€inek slin, a to na alarminy. Alarminy jsou meditor
uvoliované keratinocyty a jejich tlohou jétphovat a aktivovat antigen prezentujiciikby,
predevsim dendritické liky (Marchal et al. 2011).

DalSimi inhibovanymi mediatory jsou histamin a $enin. Tyto molekuly jsou
uvolovany g degranulaci zirnych bik a basofih a podili se na zétlivé odpowdi. Ve
slinach Rhipicephalus appendiculatuse nachézeji lipocaliny, které vazi pouze histamin
zatimco ve slindcibemacentor reticularise nachazi homologni protein vazajici histamin
i serotonin (Paesen et al. 2000). Naopak ve slindoties scapularise nachazi histamin
uvohujici faktor tHRF (tick histamine release factddery se vaze na basofily a stimuluje
uvolnéni histaminu. To ma za nasledek zvySenou propustitasa zvysenyiiitok krve do
rany,¢imz je usnadéno sani kligtte (Dai et al. 2010).

Mnoho molekul klig&cich slin proteinového i neproteinového charaktewviiviiuje

piimo funkcifady buek imunitniho systému. Nejlépe prozkoumanym imundatanim
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proteineml. scapularisje Salpl5. Tento protein mi@du vlastnosti, ndjklad ovliviiuje
aktivaci a proliferaci CD4+ T-lymfocyt Uginky Salp15 spéivaji v jeho schopnosti vazat se
na CD4 koreceptor na T Bkach, coz ma za nasledek inhibici signalu vederpéee TCR
(T-cell receptor) a naslednsnizeni produkce IL-2, ktery stimuluje proliferaCi burek.
Homologni protein ovlisujici proliferaci CD4+ T lymfocyt byl nalezen také uxodes
ricinus (Anguita et al. 2002, Garg et al. 2006). DalSimtg@ireem potl&ujicim funkci T
lymfocyta je Iris ze slinl. ricinus, ktery inhibuje IFNy, IL-6 a IL-8, dale potléuje produkci
TNF-a makrofagy a navic je inibitorem serinovych proté&lastaza z lidskych leukodcyt
HLE, trombin, tk&ovy plasminogen aktivator - t-PA, factor Xa) a mdtilremostatické
acinky (Leboulle et al. 2002, Prevot et al. 2006,v@teet al. 2009). Nedavno byl prokdzan
také inhibéni vliv sialostatinu L 4. scapularisna produkci interleukinu 9 Th9 lymfocyty
a tim na potléeni symptom astmatu u mysi. Tento protein ma také protidau@ Gcinky

a je inhibitorem cysteinovych proteazegevsim katepsinu L a C. Inhibigichto enzyni
dochazi také k inhibici aktivace serinovych prote@sazenych v granulech cytotoxickych
lymfocyta (CTL), NK burek, Zirnych bugk a neutrofiti. Sialostatin L také inhibuji
proliferaci CTL, migraci neutrofil a ovliviiuje funkci dendritickych butk (Horka et al.
2011,Kotsyfakis et al. 2006, Sa-Nunes et al. 2009ijbiznym tohoto proteinu je sialostatin
L2. Tyto proteiny sdili stejnou inhii aktivitu vici katepsinu L, ale liSi se ve schopnosti
inhibovat katepsin S. Exprese sialostatinu L2 sémaa rozdil od sialostatinu L zvySuje
béhem sani kliste a zda se, Ze tento protein hraje stgako Salpl5 roli pi ptenosu
spirochetBorrelia burgdorferido hostitele (Kotsyfakis et al. 2007, Kotsyfakisak 2010).

Mezi molekuly ovlivaujici imunitni buiky pati také B-cell inhibitory protein k
ricinus, ktery potl&uje aktivaci B-lymfocytt béhem pa@ateini faze infekce (Hannier et al.
2004). Proteiny ISL 929 a ISL 1373l.zscapulariszase potléuji produkci kyslikovych
radikal neutrofily a tim inhibuji jejich funkci (Guo et.&009). DalSim nedavno objevenym
proteinem ovliviujicim neutrofily je IRS-2, jehoZ ¢inek bude popsan v kapitole 1.8.1.
Proteiny obsazené ve slinnych Zlazach awljv také aktivaci NK bugk (Kopecky

a Kuthejlova 1998Kubes et al. 1994).

Rada molekul kligcich slin interaguje také s makrofagy a dendritiokyouikami
a ovliviuje jejich funkce. Tyto molekuly a jejich¢inky jsou popsany v samostatnych
kapitolach.
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1.6. VZAJEMNY VZTAH KLIST E — BORELIE

Klist¢ obvykle ziska borelie v larvalnim stadiu sgoke s krvi @ sani na infe&ni
mysSi. Spirochety jsou poté udrzovany v Kispo cely Zivotni cyklus diky transstadialnimu
prenosu. Primamhborelie osidluji lumen gtva, kde se pomoci povrchového lipoproteinu A
(OspA), ktery je zvySeh exprimovan, fichyti ke klisécimu receptoru TROSPA (tick
receptor for OspA). Tato interakce zajisti ukotveorrelii ve stewve kliStéte a zarove je
chrdni ped obrannymi mechanismy kk& (Pal et al. 2004). DalSim povrchovym
lipoproteinem, ktery se podili narighyceni a udrzeni borelii veist€, je povrchovy
lipoprotein B (OspB) (Neelakanta et al. 2007).

Béhem dalSiho sani kli&e dojde k aktivaci spirochet, jejich zmnoZzeni aSi@ni do
dalSich orgéin, predevSim pak slinnych Zlaz, odkud poté borelie ugiugo hostitele. Podle
dosavadnich poznatktento proces migrace borelii ze‘esta kliStte do slinnych ZzZlaz
a nasledny fenos do hostitele vyZaduje optimé&h8 az 60 hodin. &xem této doby dojde
vlivem zmeny vrgjSich signait (pH, teploty) Bhem sani krve a vlivem RpoN/RpoS sigma
faktoni ke znéné¢ genové exprese spirochetiegevSim pak ke snizeni exprese OspA
a naopak zvySeni exprese povrchového lipoproteinO8pC) (Schwan et al. 1995,
Stevenson et al. 1995, Carrol et al. 1999). Tepimplotein usnaitlje migraci spirochet ze
stteva do slinnych Zlaz kli&e a je nezbytny pro infekci hostitele (Gilmoreatt 2000,
Schwan 2003, Fingerle et al. 2007).

Molekuly ze slin kligat usnaduji svymi vlastnostmi fenos, peziti a mnozeni borelii
v hostiteli (Nuttall et al. 1994, Macbiéova et al. 2006). Tento jev, kdy jéemos patogen
usnadiovan slinami krevsajicich vekigr byl nazvan SAT (saliva-assisted transmission)
neboli slinami aktivovany iignos patogen(Jones et al. 1987). Poprvé byl tento fenomén
zaznamenan u Thogoto viru, jehoz vektorenRgpicephalus appendiculationes et al.
1987, Jones et al. 1989). V sagné dob je SAT @imo i negimo znam u &kolika
patogerti a jejich vektod. V ramci komplexuBbsl byl zaznamenan SAT @dhto druli: B.
afzeliia Ixodes ricinugPechova et al. 2002Bbssa Ixodes scapulas (Zeidner et al. 2002),
B. garinii alxodes persulcatuéSato a Nakao 1997)E lusitaniaea Ixodes ricinugZeidner
et al. 2002).

Zatim jedinym znamym SAT faktorem je protein Safp 4 1. scapularisa jeho
homolog zl. ricinus (Anguita et al. 2002, Ramamoorthi et al. 2005).lp$a interaguje
spovrchovym lipoproteinem OspC borelii a tim je &tir ged protilatkami
zprostedkovanym zabijenim, exprese tohoto proteinu jefitoqpnosti spirochet zvySena

(Hovius et al. 2008). V nedavné dobke vSak ukazalo, Ze i dalSi protein ze klscapularis
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Sialostatin L2 podporujeipnos borelii do hostitele a mohl by tak byt dalSIAT faktorem
(Kotsyfakis et al. 2010).

1.7. BUNKY PRIROZENE IMUNITY

1.7.1. DENDRITICKE BUNKY

1.7.1.1. Uloha dendritickych bu¥k v imunitni odpo¥di

Dendritické buiky jsou specialnim typem leukodyt ktery vznika z CD34
hematopoetickych prekurziorv kostni deni. Tyto prekurzory jsou krevninteciStem
rozndSeny doiznych orgaf, kde davaji vznik nezralym dendritickymitkam. Mezi tyto
organy pat predevSim tka# které hranii s vrgjSim prostedim, tj. Kize, dychaci a travici
trakt (Granucci et al. 200%jpscomb a Masten 200ZJde nezralé dendritické hky pasobi
jako tzv. strazci imunitniho systému, zachycuji pdéogeny vstupujici dala. Po jejich
zpracovani migruji do spadovych lymfatickych uzlikde jiz zralé dendritické hiky
prezentuji antigenysthto patoged T lymfocytim a spousti tak specifickou imunitni reakci
(Banchereau a Steinman 1998, Granucci et al. 2dDé&pdritické buky tak hraji mezi
ostatnimi beikami imunitniho systému jeditieou Ulohu — spojuji nespecifickou imunitu se

specifickou.

K rozpoznani patogéndochazi pomoci specialnich recepttzv. pattern-recognition
receptors (PRR) na povrchu dendritickych &ynty rozeznavaji specifické struktury
patogeri tzv. PAMP (pathogen-associated molecular patterfdi®zi tyto struktury pat
napiklad lipopolysacharid z Gramnegativnich bakteriipoproteiny, peptidoglykany,
mikrobialni DNA bohata na CpG motiv, jedno- a dietzcova virova RNACi flagelin.
VSechny tyto struktury jsou vysoce konzervovany inggtogeny a nenachazi se u savc
(Granucci et al. 2005). Krodmikrobialnich pod#ta mohou byt nezralé dendriticke iy
aktivovany také latkami produkovanynii poskozeni tk&a¢i zargtlivymi cytokiny.

Mezi nejvyznamijSi PRR pat predevSim Toll-like receptory (TLR). V sdasné
doke je znamo 12 TLR. V rozpoznani bakterii hraji UlohUR2, ktery niize vytv&et
heterodimery s TLR1 a TLR6 a rozeznava diacyl- (ZOR.R6) ¢i triacyl- (TLR2/TLR1)
lipopeptidy. Samotny TLR2 fite dale rozpoznavat nidklad peptidoglykanyi kyselinu
lipoteichoovou z Grampozitivnich bakterii. TLR1 jeapojen v rozpoznani wj$ich
povrchovych lipoproteitn Borrelia burgdorferi. TLR4 rozpoznava LPS Gramnegativnich
bakterii, TLR5 reaguje na flagelin a TLR9 rozpozn&pG motivy bakterialni DNA (Akira
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et al. 2006, Takeda a Akira 2005). Z dalSich PR® Zminit lektiny, které rozpoznavaji
karbohydratové skupiny. Velmi vyznamnym lektinovyeteptorem je DC-SIGN, vazba na
tento receptor napomahdékiterym bakteriim v feZiti (van Kooyk a Geijtenbeek 2003).

Po rozpoznani patogennich struktur pomoci PRR dbjdehlceni patogeénpomoci
fagocytdzy, makropinocytozyi endocytdzy (Banchereau a Steinman 1998, Wilsoal.et
2004). Internalizace cizich patogespousti dozravani dendritickych kira jejich migraci
z perifernich tk&ni do lymfoidnich orgdnBéhem této pemeny nezralych dendritickych
burgk na zralé dochazi tadé fenotypickych a funénich zn€én, které zahrnuji redistribuci
MHC molekul z vnitrobuaé¢nych odditi na povrch biiky, potlateni schopnosti internalizace
antigeri, zvySeni exprese kostimdtdich molekul, zvySeni sekrece chemdikirytokini
a adhesivnich molekul (Banchereau a Steinman 1998).

Zralé dendritické biky se usazuji v T-budné oblasti spadovych lymfatickych uzlin,
kde interaguji s antigen-specifickymi T-lymfocyfato interakce zahrnuje navazani TCR T
lymfocytd na komplex MHCII s antigenem. Z&ifwmnosti dalSich kostimutaich molekul
dojde ke klonalni proliferaci T a B lymfoaytprodukci cytokir a tim k vyvoji specifické
imunitni reakce. Vyvoj imunitni reakce srem k typu Thl, Th2i Th1l7 zavisi na povaze
antigenniho stimulu, repertoaru produkovanych aptoka aktualniho cytokinového
prostedi. Tak nafiklad antigeny vyvolavajici sekreci IL-12 vedou darizaci imunitni
odpowdi smérem k Thl, zatimco produkce IL-4 , IL-30 potlateni produkce IL-12 vedou
k Th2 polarizaci a zvySena produkce T@FRi IL-23 vede k diferenciaci Th1l7 begk
(Banchereau a Steinman 1998, Cella et al. 198l&r et al. 2007).

IL-10

pathogens
cytoKines
T celis
IMMATURE DC MATURE DC

High intracellular MHCII (MIICs) High surface MHCII
Endocytosis, including FcR Low endocytosis and FcR
Low CD54, 58, 80, 86 High CD54, 58, 80, 86
Low CD40, CD25, IL-12 High CD40, CD25, IL-12
Low CD83, p55 High CD83, p55
Low granule antigens High M342, 2A1, MIDC-8 antigens
Actin cables No actin cables

Obr. 5. Srovnani nezralé a zralé dendritickéky (Banechereau a Steinman 1998)
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1.7.1.2. Uginek slin na dendritické hitky

Dendritické buky pati mezi antigen prezentujici tky a jako takové hraji kibvou
roli v zahdjeni imunitni odpa@di v reakci na invadujici patogeny. Vystaveni déiakych
burgk slinam Ixodes ricinusin vitro vede K inhibici jejich maturace po stiraal CD40¢i
TLRY9, 3 a 7 ligandy a ke sniZzeni schopnosti prementantigenu. In vivo pak dochazi
k inhibici maturace &asné migrace dendritickych htkndo spadovych lymfatickych uzlin
a ke snizené schopnosti zralych dendritickyché¢hunlymfatickych uzlindch prezentovat
antigen specifickym T lymfocytn. Navic dendritické hiky vystavené slinam nejsou
schopné dostata¢ indukovat Thl a Th1l7 imunitni odp&ad, ale smdtuji reakci snirem
k Th2. Stejny posun imunitni reakce &em k Th2 pozorovali také Mejri a Brossard
(Skallova et al. 2008viejri a Brossard 2007).

Klistéci sliny také indukuji vznik regutaich dendritickych busk, které produkuji
zvySené mnozstvi IL-10 a snizené mnoZzstvi IL-12N&-& po stimulaci TLR ligandy. Tyto
regulani dendritické biiky exprimuji ve zvySené rré TLR2 a inhibuji ERK a p38 kinazy,
coz podporuje produkci IL-10 a tim modulaci imuhibalpowdi (Oliveira et al. 2010).

Naproti tomu Slamova a kolektiv pozorovali po aktivboreliemi za fitomnosti slin
Ixodes ricinussniZzeni produkce jak TNé-a IL-6, tedy Thl cytokid, tak i snizeni produkce
IL-10, tedy Th2 cytokinu, dendritickymi tikami. Navic vystaveni dendritickych btkn
aktivovanychBorrelia afzelii slinam I. ricinus vedlo ke sniZeni procenta fagocytujicich
burek a ke snizené schopnosti dendritickych dburaktivovat borelio¥ specifické T-

lymfocyty (Slamova et al. 2011).

Inhibice dozravani a diferenciace dendritickych &umn kostni dens byla pozorovana
i po vystaveni butk aktivovanych GM-CSF a IL-&i LPS slinAmRhipicephalus sanguineus
(Cavassani et al. 2005).

Nov¢ byla také publikovana prace, kterd prokazuje ichildendritickych bugk
slinami I. ricinus na drovni signalnich drah po stimulaci LRSB. afzelii Konkrétrg se
jednd o potléeni aktivace STAT-1, ktery je so&asti interferonové signalni drahy
(Lieskovska a Kopecky 2012).

Nedavno byly ve slinach. scapularis a R. sanguineusobjeveny neproteinove
molekuly prostaglandin E2 (PGE2) a purin nucleasitnosin (ADO), které se zdaji byt
zopowdné za ¥tSinu inhibEni aktivity slin. O& molekuly inhibuji indukci signalni drahy
CAMP-PKA produkci IL-12p40 a TNFR- a zvySuji produkci IL-10 po stimulaci TLR
ligandy. Navic inhibuji expresi CD40 u zralych detickych burek a PGE2 potléuje
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diferenciaci dendritickych bwk z krevnich prekurzdr(Sa-Nunes et al. 200Qliveira et al.
2011).

Funkci dendritickych buk ovliviiuje také protein Salpl5 Iz scapularis Tento
protein interaguje s lektinem DC-SIGN, coZz méa zaledek aktivaci Rafl/MEK kaskady
a nasledné snizeni stability IL-6 a TMFARNA a zhorSeni remodelace nukleosomu na IL-
12p35 promotoru. K této inhibici prozé&tivych cytokini dochézi jak po aktivaci bk
LPS (lipopolysacharid) a LTA (kyselina lipoteich@ytak i boreliemi (Hovius et al. 2008).

DalSim proteinem £ scapularis, ktery interaguje s dendritickymi Bbldami, je
sialostatin L. Inkubace dendritickych hiknaktivovanych LPS s timto proteinem vede ke
snizeni produkce IL-12p70 a TNF-a k potl&eni dozravani butk snizenim exprese
kostimulanich molekul CD80 a CD86. Navic sialostatin L s&evdna katepsin S uvhit
dendritickych busk a ovliviiuje zpracovani invariantnihéettzce MHCII, coz ma za
nasledek zhorSené dozravani #&ura tim inhibici antigen-specifické proliferace Cb4

T lymfocyti mechanismem zavislym na katepsinu S (S&4-Nunds29@9).

1.7.2. MAKROFAGY

1.7.2.1. Uloha makrofad v imunitni odpo¥di

Makrofagy pati spol&né s neutrofily a dendritickymi hikami mezi tzv. profesionalni
fagocyty, butky zodpovidajici za rozpoznani a likvidaci patagarmrtvych busk. Vznikaji
z hematopoetickych prekurZomwn kostni deni, které pimo ¢i prostednictvim monocyi
diferencuji na tkéové makrofagy. Ty mohou migrovat po celéfleta zi&tastnit se zastlive
odpowdi nebo mohou iebyvat v fiznych organech v poddbrezidentnich makrofédg
liSicich se mezi sebou jak morfologicky tak fenatky. Tyto rezidentni makrofagy jsou
v tkanich pitomny i bez zagtu a z@ashuji se likvidace apoptotickych bék (Gordon a
Martinez 2010).

Monocyty za BZnych okolnosti cirkuluji v krvi velmi kratkou doba podstupuji
spontanni apoptozu (Fahy et al. 1999¢h@&n zagtu vSak za fisobeni diferenciaich
faktoni jako jsou GM-CSF¢i M-CSF nepodlehnou naprogramované apoptoze, ale

diferencuji se na makrofagy s dlouhou Zivotnosdiifiar et al. 2010).

Béhem této pemeny v makrofagy jsou monocyty vystavovanizmym koncentracim
cytokini a dalSich mediatar které maji za nasledek aktivaci gowzniklého makrofagu.

Makrofagy mohou byt aktivovany dvojim &gobem, pcemz zmisob aktivace rozhoduje
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0 vyvoji imunitni reakce sirem k Thl, aktivace pomoci IFNa LPS¢i k Th2 reakci, ktera
vznika po alternativni aktivaci makrofagu pomoci#iei IL-13 (Gordon a Martinez 2010,
Martinez et al. 2008). K pIné aktivaci makrofigg vSak krons cytokinového mikroprogedi
tteba také rozpoznani patogenu pomoci specifickyadptefi. Zargtlivé makrofagy maji na
svem povrchu stefnjako dendritické biiky celoutfadu PRR, pomoci kterych interaguji
s molekulami na povrchu patogerkrome TLR exprimuji makrofagy také scavengerové
receptoryi integriny (Aderem a Underhill 199%eismann et al. 2010).

Po aktivaci makrofagu dochazi k cebk reakci, které maji za nasledek fagocytozu,
uvolnéni antibakterialnich a proteolytickych enzynchemokird, celétady prozastlivych
cytokini a reaktivnich forem kysliku a dusiku, jeZ wuijé v zabiti patogena a ukéeni
zaretlivé odpowdi. Po ukoreni zawtlivé reakce jsou fezivSi makrofagy deaktivovany
a podstoupi fundni zmeny, které jim umozni vykonavat funkce rezidentnichkrofag ve
tkanich(Gordon a Martinez 2010).

1.7.2.2. Einek slin na makrofagy

Makrofagy sehravaji idezitou roli v mist sani kliskte. Kronme zvySené sekrece
chemoatraktarit rastovych faktoé a cytokini, které do mista infekceripphuji dalSi biky
imunitniho systému, jsou také schopny pomoci fatfiayy velmi rychle degradovat
invadujici patogeny (Kramer et al. 2011). Ki@dtsliny proto obsahuji cela@du komponent
ovliviujicich funkce &hto burk, které jim pomahaji v pozdrzegi potlaceni imunitni

odpowdi hostitele.

Extrakt ze slinnych Zlaz (SGExodes ricinus snizuje produkci dvou hlavnich
obrannych molekul makroféig superoxidu a oxidu dusného po aktivaci dumorrelia
afzelii (Kuthejlova et al. 2001). SGEIzricinus také snizuje p&et makrofag schopnych
fagocytovatB. afzeliia paet pohlcenych bakterii. Dale SGE a sliny. zicinus snizuji
produkci prozaétlivého cytokinu TNFe. Rozdilny je vSak vliv SGE a slin na regulaci
produkce oxidu dusného makrofagy. Zatimco SGE peaidiéto molekuly sniZuje, sliny ji
zvysuji (Ky¢kova a Kopecky 2006). Na potkeni produkce TNF: makrofagy se podili
serpin zl. ricinus lIris, ktery ovliviuje produkci TNFe piimou vazbou na makrofagy
a monocyty. Schopnost této inhibice nesouvisi pertedzovou aktivitou tohoto proteinu
(Prevot et al. 2009).

Vliv extraktu ze slinnych zlaz na mysi makrofagy pgzorovan také Rhipicephalus

microplus SGE z tohoto kligte v zavislosti na koncentraci indukuje rozdilnaxpresi
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kostimula&ni molekuly CD86, coZ ma nejspiSe za nasledek podpb2 polarizace imunitni
reakce (Brake et al. 2010).

Nedavno byl popséan také inhthi vliv slin Dermacentor variabilisna fagocytézu
zymozanovych kudiek liniovymi makrofagy IC-21. Navic nasledkem inkglk se slinami
dochéazi ke zvysSené migraechto burtk a ke zvySené produkci Th2 cytokinu IL-10. Sliny
z tohoto kliStte také ovliwiuji genovou expresigkterych molekul (Kramer et al. 2011).

1.8.PROTEINY SLINNYCH ZLAZ — SERPINY

Serpiny pedstavuji rozsahlou rodinu struktur&dlpodobnych avsak fugké znané
heterogennich protein Nachazeji se v celféack organisni od vini az po obratlovcei
rostliny, kde hraji roli v celéad biologickych proces Podili se nafklad na srazeni krve,
fibrinolyze, programované bgtné smrtici rozvoji zarétu (Potempa et al. 1994, Carrell et
al. 1987, Silverman et al. 2001)¢étdina serpin sefadi mezi inhibitory serinovych proteéaz,
odtud takeé vznikl nazev serpiny (serine proteak#itor), avSak skteré serpiny mohou byt

také inhibitory cyteinovych proted&k vibec nemaji inhildini aktivitu (Gettins 2002).

Serpiny jsou jedn@tzcové proteiny o velikosti 350 az 400 aminokyselia.pro &
typicka struktura skladajici se ¢ ft lista (A,B,C) a sedmi az deviti helixa (Gettins 2002,
Khan et al. 2011). Charakteristickym znakem sérpgen reaktivni centralni sntka RCL
(reactive center loop), coZ je proteinovy motivZzeloy z dvaceti aminokyselin unisy
blizko C-konce proteinu. V tomto motivu se nacterdno &fpitelna vazba umigha mezi
takzvanymi P1 a P1" zbytky. Pratato vazba je 8pena cilovou proteazou. Jakmile dana
protedza vazbu roz§ti, dojde k strukturnim zémam, které vedou ke vzniku ireverzibilnich

komplexi a nevratné inaktivaci obou parti€Prevot et al. 2006).

U klistat rodulxodesbyla identifikovana cel&ada serpifi na arovni sekvence DNA,
nagiklad u Klistte I. scapularisbylo identifikovanodtyticet pt gemi kodujicich serpiny
(Mulenga et al. 2009). Naproti tomu doposud bylnkitné charakterizovany pouze dva
proteiny zl. ricinus, a to Iris a IRS-2 (Leboulle et al. 2002, Chnitedtal. 2010).

1.8.1. IRS-2

IRS-2 (xodes ricinusserpin-2) je druhym nedavno charakterizovanymiserp zl.
ricinus. Cilovymi enzymy tohoto proteinu jsou chymotrypsipodobné serinové proteazy

katepsin G a chyméaza. Oba tyto enzymy jsou zapojemiéutni zastlivé odpowdi a jsou
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produkovany aktivovanymi neutrofily (katepsin GEianymi buikami (chyméaza). Katepsin
G je také zapojen v batné signalizaci vedouci k aktivaci a agregaci dekti inhibici
tohoto enzymu tedy IRS-2 ovhiuje shlukovani destek. Zarové byla pozorovana
schopnost IRS-2 inhibovat trombin a tedy pélaat shlukovani desik vyvolané touto
cestou. B dalSich pokusech bylo zji&to, Zze IRS-2 je schopen inhibovat otok a migraci

neutrofili do zanicené tk&mii uméle vyvolaném z&ktu u mysi.
Z uvedenych &inka IRS-2 je patrné, Ze tento protein hraj@editou roli @i sani
kliStéte, jelikoz je schopen oviiovat jak rozvoj zaktu v mist sani, tak hojeni vzniklé rany.

Tomu odpovida také exprese mRNA IRS-2, ktera séib¢hu sani zvySuje.

Zajimavosti je, ze IRS-2 je zti& strukturrd homologni si-1-antichymotrypsinem,
ktery je girozenym regulatorem cathepsinu G a chymazy (Chneglal. 2010).

Obr. 6. Struktura IRS-2 (Chmetaet al. 2010)
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2. CILE PRACE

1) Stanoveni vlivu klis&cich rekombinantnich proteina IRS-2 a SPI na cytokinovy
profil mySich dendritickych bunék aktivovanych Borrelia burgdorferi

2) Optimalizace méreni fagocytdzy na piitokovém cytometru

3) Stanoveni miry fagocytozy borelii makrofagy v pitomnosti slin z kliS&te | xodes
ricinus a rekombinantnich proteini IRS-2 a SPI
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3. MATERIAL A METODY

3.1.MATERIAL
3.1.1. MYSI

V pokusech byly pouzity samice inbrednich mysi ken€3H/HeN a C57BL/6 (AnLab
s.r.o) ve stA 8 tydm. Dale pak samci cathepsin G ,knockout® (KO) mysi
s 129/S2/SVPasCrl pozadim veistia. 10 tydd. KO mysi byly laskay poskytnuty Dr. T.
Chavakisem z Univerzitni kliniky Carla Gustava @ v Dradanech. U pokus
s cathepsin G KO mySmi byly jako kontrola pouzitgmsce inbrednich mySi kmene
129/S2/SVPasCrl (AnLab s.r.0.). Mysi byly pouZisoiskani sleziny a naslednou izolaci
dendritickych budk. VSechny kmeny mysi byly chovany veétinci Parazitologického

ustavu AVCR v Ceskych Budjovicich za standardnich podminek.

3.1.2. BUNECNA LINIE

Pro pokusy za®tené na fagocytézu byla pouzita mySi makrofagovie IPMJ2-R.
Tato linie vznikla z peritonealnich makrofagnysi kmene C57BL/6 in vivo infekci J2
retrovirem nesoucim v-raf a v-myc onkogeny.nBy byly kultivovany v D-MEM médiu
doplntném 5% bovinim fetalnim sérem, 1% antibiotiky a 1.9%lutaminem (PAA-The Cell

Culture Company). Kultivace probihala v termosti87 “C a 5 % CQ.

3.1.3. BORELIE

K aktivaci burgk byly pouzity spirochetyBorrelia burgdorferisensu stricto (ATCC)
péstované v Barbour-Stoenner-Kelly-H (BSK-H) mediug(8a) s 6% kratiim sérem fi
33°C. Red pouzitim byly borelie sgdany dle Magnusona (Magnuson 1948). Na podlozni
sklo bylo naneseno 348 boreliové suspenze @gkryto krycim sklem o rozémech 18x 18
mm. Poté byl v temném poli optického mikroskopué{geni 408) urcen paet borelii

v 20ti zornych polich. Vysledny get borelii v 1 ml byl pak vypsitan podle vzorce:

potet bor./ml = a* 7,7 * 10",

kdea znamena gmeérny paiet borelii ze 20ti zornych poli.
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Nasled® bylo odebrano péeébné mnozstvi boreliové suspenze, které byla degtvana

pii 8000 g. Stéené borelie byly resuspendovany v médiu v zavistastalSim postupu.

3.1.4. PHRODO™ BIOPARTICLES® CONJUGATES

pHrodo™ RedE. coli BioParticles® conjugates (Invitrogen) jsdastice konjugované
s novym fluorescamim barvivem pHrodo. Fluorescence tohoto barviva zsgSuje
s klesajicim pH. Tyt@astice tedy neemituji fluorescenci v neutralnimsfreali vré burky,
ale jas® se rozsviti uvnit fagozomu, kde je pH zte& kyselé, proto jsou vhodné ke

stanoveni fagocytozy.

Castice byly pipraveny vzdydsns pred pokusem.

3.1.5. REKOMBINANTNI PROTEINY

V pokusech byly pouzivany dva rekombinantni proteiRrotein IRS-2 byl laskav
poskytnut Dr. J. Chmetlam. Druhym pouzivanym proteinem byl k&t inhibitor
serinovych proteaz o molekulové hmotnosti 10,7 kBalivodu potencialni patentové
aplikace na tento protein bude v celé praci ¢aman zkratkou SPI (serine protease
inhibitor). Protein byl laskavposkytnut Dr. M. Kotsyfakisem.

3.2.METODY

3.2.1. OVLIVNENi PRODUKCE CYTOKINJ DENDRITICKYMI BUNKAMI

3.2.1.1. Design pokusu

Pro tento pokus byly vyizolované dendritickéiky (DC) naneseny na 96-jamkovou
destéku a rozdleny do jednotlivych skupin. Tyto skupiny zahrnovalestimulované DC
jako negativni kontrolu, DC stimulované LPS jakozitigni kontrolu, DC stimulované
boreliemi a DC stimulované boreliemi a ovlén@ jednotlivymi proteiny (IRS-2, SPI).
Z burgk byl postup® odebiran supernatant pro stanoveni mnoZzstvi ayipka to

v ¢asovych intervalech 2 hodiny, 24 a 48 hodin.

Design pokusu byl shodny pro vSechny kmeny mySikuByp byly provadny
v triplikacich. Pro ¥tSi prehlednost neni negativni kontrola (nestimulované),Déhi

pozitivni kontrola (DC stimulované LPS) v grafecradéna.
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3.2.1.2. Izolace dendritickych buik pomoci magnetické separace

Mysi byly usmrceny zlomenim vazu a poté jim bylar#né vyjmuta slezina. Ta byla
v Petriho misce roz§hana a pemistna do 5 ml RPMI média (PAA-The Cell Culture
Company) obsahujiciho Liberasu DL (0,25 mg/ml, Roch DNazu | (0,2 mg/ml, Roche).
Nasledovala 30-minutova inkubace v termostd&t8p °C. Poté bylo médium s uvalnymi
bunkami prefiltrovano ges 7@um sitko (BD Falcon) umi&hé na 50 ml zkumavce, ifeakno
MACS pufrem (ImM EDTA v PBS) (Sigma) s 2% BOFEStateno i 170 g 10 minut.
Supernatant byl opatérslit a vysledny pelet byl resuspendovan vi83@ACS pufru s 2%
BOFES (Sigma) a bylo kému gridano 50ul CD11c Microbeads (MACS Miltenyi Biotec).
Bunky byly inkubovany s kuékami 15 min pi 4 °C. Né&sleda byl k suspenzi fidan
desetinasobny objem MACS pufru s 2% BOFES a vSe by&eno 10 min f 170 g.
Statené buiky byly resuspendovany v 500 MACS s 2% BOFES a naneseny na kolonku
(MACS Miltenyi Biotec), ktera bylaigdtim nasazena na magnet a 3x promyta 3 ml MACS
s 2% BOFES. Kolonka s nanesenymikami byla nasledh3x promyta s 3 ml pufru. Poté
byla odstragna z magnetu a iy byly eluovany 5 ml RPMI s 10% BOFES. Vyizolované
buiky byly spaitany v Burkerog¥ komirce, stéeny 10 min i 170 g a resuspendovany
v kompletnim médiu (RPMI, 10% BOFES, 1 % antibiafikk % L-glutamin a 0,1% 2-
merkaptoetanol) (PAA-The Cell Culture Company).

VSechny nadoby a roztoky byly vychlazeny a celytposbyl provadn na ledu.

Uvedend mnoZstvi jsou itdna pro jednu slezinu.

3.2.1.3. Aktivace dendritickych butk

Vyizolované dendritické hiky byly naneseny na 96-jamkovou kultivé desttku
(TPP) v objemu 20Qu na jamku. Vysledna koncentrace byla 1%Hirsk na 1 mililitr.
Bunky byly inkubovany p 37°C s 5% CQ.

Aktivace burk probihala druhy den po izolaci. Z iknbylo opatrig odebrano 10l
média a nahrazeno jednotlivymi aktivatory podleledgiciho schématu:

Skupina pedstavujici pozitivni kontrolu byla aktivovanayb@oztoku LPS (Sigma)

o vysledné koncentraci 500 ng/ml.

Srovnavaci skupina byla aktivovana boreliemi, kteb§ly resuspendovany
v kultivatnim médiu a fidany v objemu 5@l k bunkam. P@et borelii byl 10 spirochet na 1
buiku (2 mil. spirochet/200 tis. baky/j.).
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K dalSim skupinam buk byly krome 50 ul borelii (2 mil. spirochet/200 tis. b&k/j.)
piidany také rekombinantni proteiny IRS-2 a SPI. Tgtoteiny byly k biikdm gidavany
v nasledujicih schématech:

l. Proteiny pidany k butkam sodasré s boreliemi

I. Proteiny preinkubovany s tikami 4 hod. ped gidanim borelii

Il. Protein pedem smichan s boreliemi (5min) a suspenze nasletidana

k bunkam. Toto bylo provasho pouze s proteinem IRS-2 (IRS-2 + bor)

Vysledna koncentrace obou pouzitych praidiyla 6uM.

Ke skupirg, ktera pedstavovala negativni kontrolu, byléigano 100ul kultivacniho
média. Stejs tak ostatni skupiny byly dopiny kultivatnim médiem, aby byl vysledny

objem ve vSech jamkach 200

Bunky byly inkubovany v termostaturip37°C s 5% CQ. V jednotlivych intervalech

byly odebirany supernatanty pro stanoveni cytiokin
l. 2 hod. - odebrano 5@ pro stanoveni TNFe
Il. 24 hod. - odebrano 1Q0 pro stanoveni IL-6 a TNk-

[l 48 hod. - odebrano 50 pro stanoveni IL-1@i IL-12

3.2.1.4. Cytokinova ELISA

Pro stanoveni koncentrace cytokirbyl pouzit Ready-Set-GO! ELISA Kit (e-
Bioscience). Vlastni testovani probihalo v 96-jamjlatr mikrotitratnich deskach (Nunc F
Maxisorp), postup byl provéd dle navodu dodaného vyrobcem. Absorbance byiama
na vertikalnim spektrofotometru (ELx 800 Fluoresmermicroplate reader, BioTek)ip

450nm.
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3.2.2. STANOVENi UROVNE OVLIVNENi PRODUKCE CYTOKINU DENDRITICKYMI BUNKAMI

3.2.2.1. Design pokusu

Ve vybraném fipadt byla pomoci RT-PCR (reverse transcription polyraerahain
reaction) zkouména uroieovlivnéni produkce daného cytokinu. Dendritickénky byly
izolovany a aktivovany stejnym épobem, jak je popsano vyse. Pouze skupingdapym
proteinem byly zredukovany na jednu skupinu, kdepogtein gidan zarové s boreliemi.

RNA byla izolovana po 6 a 12 hodinach inkubace.

3.2.2.2. Izolace RNA z aktivovanych dendritickych hilkn

RNA byla izolovana pomoci Nucleic acid and proteurification kitu (Macherey-
Nagel). Postup byl provéd dle ndvodu dodaného vyrobcem. Vyizolovana RNAabilghed
prevedena na cDNA.

3.2.2.3. Reverzni transkripce

Vyizolovana RNA byla zakoncentrovana ve Speedvaeu3® min g 2500 RPM. Po
vypaeni Zistalo v kazdém vzorku @ koncentrované RNA, ke které byldgig@ano 1@l RT
pufru a 1ul enzymu reverzni transkriptazy (High capacity RiAe DNA kit) (Applied
Biosystems). Nasledrbyla suspenze ponechana 1 h#id3F°C na suché lazni. Poslednich
5 min byla teplota zvySena na ‘@), aby dosSlo k degradaci enzymu. Vzorky byly poté
uchovany v lednici do druhého dne, kdy byla provedesal-time PCR.

3.2.2.4. Reverse-transcription PCR

Exprese mRNA daného cytokinu byla 2p§ana pomoci TagMan Gene Expression
kitu (Applied Biosystems), ktery obsahoval primergondu pro hledany Usek. Reéak
objem byl 20ul: 18 pul reakéni snesi + 2ul cDNA.

SloZeni readni snesi (18u4):
10 ul FastStart Universal Probe Master(ROX) (Roche)
1 ul TagMan Gene Expression kit (Applied Biosystems)

7 ul MiliQ H»0
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Jako referetni gen byl pouzif3-aktin. Amplifikace probihala vifstroji Rotor Gene

(Corbett Research). Pro kazdy vzorek byla reakoeguéna celkem v §ti opakovanich.

Vysledna relativni hodnota exprese mRNA byla Wf#ma srovnavaci £metodou
Z nasledujiciho vzorce:

2CT = [( Cr genu sledovaného cytokinu - @fereréniho genu [§-aktin)) stimulovany

vzorek - (G genu sledovaného cytokinu - @ferergniho genu §-aktin)) kontrolni

nestimulovany vzorek],

kde G predstavuje cyklus, ve kterém fluores&ensignal pekrati tzv. threshold.

3.2.3. OVLIVNENIi FAGOCYTOZY MAKROFAGU

3.2.3.1. Design pokusu

Pro tento pokus byla pouzita makrofagova linie PMRIZ2K buikdm byly gidany
CFSE zn#&ené boreliegi pHrodo partikule a byla zkoumana jejich fagocgdnakrofagy
v ¢asovych intervalech 10 min, 30 min, 60 min, 120 mi®40 min. V kazdém pokusu a pro
kazdycasovy interval byla Zzazena skupina bék pouze s boreliemii pHrodo a skupina,
kde byly buiky pred gidanim CFSE boreliti pHrodo preinkubovany s proteigyslinami.

Pokusy byly provaghy v triplikacich.

3.2.3.2. Ptiprava bugk

Makrofagova linie PMJ2-R byla 2 dnyequl zahajenim samotného pokusu nasazena na
96 jamkovou kultivani destéku (TPP). Vysledna koncentrace larbyla 1x16 bursk na 1
ml. Dvacetytii hodin ged pokusem byla hikdam vymeénéna polovina média a byly
aktivovany pidanim LPS o vysledné koncentraci 500ng/ml. PrgtefBPI a IRS-2)
v koncentraci uM a sliny v koncentraci 1Qug/ml byly preinkubovany s kilkami 4 hod.
pied samotnou fagocytézou CFSE borélipHrodo. Buiky byly po celou dobu fagocytézy
v termostatu $# 37°C a 5% CQ.

3.2.3.3. Ptiprava borelii zn&enych CFSE a pHrodo kaék

I. pHrodocastice byly pipraveny gidanim 2 ml 20mM HEPES o pH 7,4 (kyselina 2-
[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonovalCN Biochemicals) do lahvky
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obsahujici 2 mg lyofilizovaného pHrodo. SuspenZa ppté 5 minut sonikovana a naslédn

ihned pouzita.

II. Borelie byly spoitdny a patbné mnoZstvi suspenze byloéstioo Fi 8000 g po
dobu 15 min. Pelet borelii byl rozsuspendovan v BBSt BOFES (PAA-The Cell Culture
Company) v poréru 1 ml PBS s 1% BOFES na 1¥liforelii. K n@edsnym boreliim bylo
poté gidano fluoresceini barvivo CFSE (Invitrogen) v pafru 1ul CFSE na 1ml roztoku.
Nasledovala inkubace borelii s CFSE 15 miin pokojové teplot ve tmg na tepace
nastavené na nizké ok¥. Po inkubaci byly obarvené borelie &ay 15 min p 8000 g
arozsuspendovany v PBS s 1% BOFES (£xborelii v 10ul PBS s 1% BOFES). Takto

pripravené borelie byly ihned pouZzity.

Roztok CFSE byl fipraven rozpugnim jedné lahwiky CFSE (carboxyfluorescein
diacetate) zasobniho roztoku v AI8DMSO (dimethylsulfoxide); oboji je s@asti CellTrace
CFSE Cell proliferation kitu (Invitrogen). Vysledkancentrace CFSE roztoku jeusl.

3.2.3.4. Fagocyt6za CFSE borelii a pHrodo kek

I. Kaktivovanym biikdm v koncentraci 100 000 btknve 100pul na jamku bylo
piidano 100ul pHrodo roztoku. Biiky byly poté vraceny do termostatu a v jednotlivych
intervalech byl z fislusnych jamek odebran vzorek. Odebrany roztolkekudoyl priredn
vychlazenym PBS s 1% BOFES ac&o 10 min p 150 g. Ze stéenych bugk byl poté slit
supernatant a pelet byl resuspendovan vidd®BS s 1% BOFES. lhned poté nasledovalo

meieni fagocytozy.

II. K aktivovanym bgkam v koncentraci 100 000 btknve 100ul na jamku bylo
ptidano 10ul znatenych borelii. Vysledny poén tak byl 10 borelii na 1 biku. DalSi postup
byl shodny jako p fagocytd6ze pHrodo partikuli.

3.2.3.5. Mé&feni fagocytdzy

Vlastni neieni fagocytézy probihalo natgokovém cytometru BD FACSCanto Il.
Pred kazdym zahajenim dgfeni fagocytdézy bylo pomoci BD FACSDiva Software
optimalizovano nastaveni cytometru praiiemé buiky. K tomuto @&elu byly zapatebi
nestimulované PMJ2-R, PMJ2-R zeaé F4/80 protilatkou (@/10Qul) (e-Bioscience)
a PMJ2-R zn&né propidium jodidem (PI) @b/ml) (Sigma). Pomoci F4/80 protilatky
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znatené APC bylo o&feno, Ze vybrané lalky jsou skuténé makrofagy. Propidium jodidem

pak byla o¢iena zivotnost buik.

Ke zhdéSeni fluorescence barvenych borelii, ktemdylgefagocytovany, ale pouze
adherovany na povrchu makrotagbyl pouzit roztok ethidium bromidu (Top Bio)
o vysledné koncentraci 58g/ml. Ten byl pidan k buikam a spoléné s nimi ponechan 5

min na ledu. Poté byla ihnedéiena fagocytdza.
Tab. 3. Nastaveni cytometru

Napeti na detektorech (V):

FSC 180
SSC 330
FITC (CFSE) 360
PE (pHrodo) 350

Pe-Texas Red (PI) 450
APC (F4/80) 400

Window extension 7

3.2.4. STATISTICKE VYHODNOCENI DAT

VSechny pokusy byly provédy v triplikacich. Statistické vyhodnoceni dat bylmvadno

v programu GraphPad Prism pomoci dvoucestné anabgnce a Bonferroniho post-testu
v pripadt fagocytozy a pomoci jednocestné analyzy varianCeukeyho Post Hoc testu
v pripact cytokini. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinamkQF05) jsou v grafech
oznaeny hwzdickami (jedna h¥zdicka pro 0,05, d¥ pro P<0,01, ti pro <0,001 actyri
pro R<0,0001). Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako aritclgtiprimér namérenych hodnot +

stredni chyba pgmeru (SEM).
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4. VYSLEDKY

4.1.0VLIVN ENi PRODUKCE CYTOKIN U DENDRITICKYMI BU NKAMI

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit vliv rekombinarti&liS€cich proteiri IRS-2 a SPI
na produkci cytokifi IL-6, IL-10 a TNFe dendritickymi buikami izolovanymi z#znych
kmeni mysi, které byly aktivovany boreliemi. Postup pskye popsan v kapitole 3.2.1.

Graf 1 ukazuje vliv proteinu IRS-2 na produkci dyita I1L-6 u jednotlivych mysSich
kmeni. IRS-2 inkubovany s DC izolovanymi z C3H/HeN my&gnifikantré sniZzoval
produkci IL-6 ve vSech sledovanych skupinach, & %0-61 % (Graf 1A). Produkce IL-6
dendritickymi butkami z C57BL/6 mysSi byla signifikantrsniZzena u skupiny bek, kde byl
IRS-2 pidan spoléné s boreliemi, a to o 61 %, a u skupiny, kde byl {RBreinkubovan
s boreliemi - 86 % Ctyirhodinova preinkubace s DC pak vedla ke sniZenté kbebylo
signifikantni (Graf 1B). Ke sniZeni produkce IL-6vem IRS-2 doslo iu dalSich mySich
kmeni. DC izolované z katepsin G knockausignifikantré snizovaly produkci IL-6 pod
vlivem IRS-2, pokud s nim byly inkubovany 4 reg gidanim borelii, a to 2,5x%. V ostatnich
skupinach doSlo ke statisticky nevyznamnému sniggraf 1C). U kontrolni skupiny mysi
129/SV doslo ke sniZeni produkce IL-6 ve vSech slagh, a to 1,6x aZz 4,3x (Graf 1D).
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Graf 1. Vliv Klistéciho rekombinantniho proteinu IRS-2 na produkci6lidendritickymi
buinkami izolovanymi z mySiho kmene C3H/HeN (A), C57BL(B), katepsin G knockout
(C) a 129/SV (D)
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Vliv druhého rekombinantniho proteinu, SPI, na piad IL-6 znazoiuje Graf 2.
hikami ze vSech kmeén mysSi nebyla vlivem SPI

Produkce IL-6 dendritickymi
signifikantre ovlivnéna. Pouze u katepsin G knockout mysi doslo k sigmtnimu snizeni
produkce IL-6 ve skupihpreinkubované 4 h s IRS-Zqu gidanim borelii, a to 0o 35 %
(Graf 2C). Stejny a vSak statisticky nevyznamnpdrerodukce IL-6 vykazovaly dendritické
buiky z kmene 129/SV (Graf 2D).
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Graf 2 :Vliv Kklistéciho rekombinantniho proteinu SPI na produkci lldéndritickymi
buikami izolovanymi z mySiho kmene C3H/HeN (A), C57BL(B), katepsin G knockout

(C) a 129/SV (D)
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DalSim zkoumanym cytokinem v této sérii pokusyl protizartlivy cytokin IL-10.
Ovlivnéni jeho produkce rekombinantnimi proteiny je zné&oo v Grafu 3. Protein IRS-2
nenel vyznamny vliv na produkci IL-10 dendritickymi Bkami izolovanymi z mySi kmene
C3H/HeN ani C57BL/6 (Graf 3A,B). Naopak u dendkfich burgk z katepsin G knockout
mySi doslo k signifikantnimu snizeni produkce ILti®Sechit sledovanych skupin, a to o
54 az 65% (Graf 3C). Stginmarkantni sniZeni produkce IL-10 vlivem IRS-2 bylo
pozorovano také u kmene 129/SV, konk&édioslo u vSech skupin ke snizeni o 47 az 55%

(Graf 3D).
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Graf 3 : Vliv klistéciho rekombinantniho proteinu IRS-2 na produkcilD.-dendritickymi
buinkami izolovanymi z mySiho kmene C3H/HeN (A), C57BL(B), katepsin G knockout
(C) a 129/SV (D)
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Nasledujici Graf 4 ukazuje vliv proteinu SPI nadarkci IL-10. U vSech kmanmysi
doSlo ke sniZzeni produkce IL-10 dendritickyminkami ve skupid, kde SPI nebylo
spolé&né s buikami preinkubovano. U DC z mySi kmene C3H/HeN nttd snizeni
signifikantni (Graf 4A). U kmene C57BL/6 doSlo wdéskupirg k signifikantnimu snizeni
057 %. Navic u tohoto kmene bylo pozorovano i éisnizeni ve skupinse 4 h
preinkubaci (Graf 4B). SniZzeni produkce IL-10 vwkskupinach bylo pozorovano také
u DC z katepsin G knockautU skupiny, kde SPI nebylored gidanim borelii s bikami
preinkubovano, se produkce IL-10 sniZila o 21 %uwpsy preinkubované s SPI 4 h doslo
ke snizeni 0 23 % (Graf 4C). Graf D znamge vliv proteinu SPI na produkci IL-10 z DC
mySi kmene 129/SV. Pouze ve skupikde byl SPI fidan k butkdm zarové s boreliemi
dosSlo k poklesu o0 31% (Graf 4D).
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Graf 4 : Vliv klistéciho rekombinantniho proteinu SPI na produkci IL-déhdritickymi
buikami izolovanymi z mySiho kmene C3H/HeN (A), C57BL(B), katepsin G knockout
(C) a 129/SV (D)
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Poslednim zkoumanym cytokinem byl TNE; vliv proteini na produkci tohoto
cytokinu byl zkouman ve dvogasovych intervalech. Jednak byl zkouméan vliv praiaia
produkci tzv. prefabrikovaného TNi-za 2 hodiny po aktivaci bgk boreliemi a pak za 24
hod.

Vlivem rekombinantniho proteinu IRS-2 dosSlo u DCGnygSi kmene C3H/HeN ke
sniZzeni produkce 2-h TNé&-ve skupig dendritickych budk preinkubovanych s IRS-2 4 h
pied @idanim borelii. Toto sniZeni vSak nebylo statistighkikazné. U tohoto kmene byl
dale pozorovan mirny nast produkce 2-h TNe-ve skupig kde byl IRS-2 ped gidanim
k bunkdm preinkubovan s boreliemi, toto zvyseni takéytebignifikantni (Graf 5A). Térk
shodny trend vykazovaly DC z mySiho kmene C57BL&af 5B). Dendritické biky
z katepsin G knockout mySi reagovaly na IRS-2 dteky nevyznamnym sniZenim
produkce 2-h TNFe ve dvou sledovanych skupinach (Graf 5C). U mySeken129/SV bylo
pozorovano mirné zvyseni produkce 2-h TiNfe skupir preinkubované s IRS-2 4 liqul
piidanim borelii a ve skupihkde byl IRS-2 fidan k buikam zarove s boreliemi.
V posledni skupitikde byl IRS-2 ped gidanim k buikdm preinkubovan s boreliemi doslo
k signifikantnimu naistu produkce cytokinu o 38 % (Graf 5D).
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U druhého proteinu SPI se ztechnickyclivatli nepod#lo zjistit jeho vliv na
produkci 2-h TNFe dendritickymi butkami z mySiho kmene C3H/HeN. U DC z kmene
C57BL/6 doSlo vlivem SPI k signifikantnimu sniZzearbdukce 2-h TNFe: 0 78 % (Graf
6B). Buiky z katepsin G knockotitvlivem SPI mirg zvySily produkci 2-h TNFe v obou
sledovanych skupinach (Graf 6C). Trend zvySeni ykod 2-h TNFe. v obou skupinach byl
pozorovan také u DC z kmene 129/SV (Graf 6D).
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Graf 6 : Vliv klistéciho rekombinantniho proteinu SPI na produkci 2N+ dendritickymi
buikami izolovanymi z mySiho kmene C57BL/6 (B), kaiepgs knockout (C) a 129/SV (D)
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Vliv obou rekombinantnich proteima produkci 24-h TNF- ukazuji Grafy 7 a 8. DC
izolované z mySi kmene C3H/HeN reagovaly na inkulmproteinem IRS-2 mirnym
snizenim produkce TNE&-za 24 h, a to ve skupirkde byly buiky pied gidanim borelii 4 h
preinkubovany s IRS-2 a ve skupikde byl IRS-2 k bitkam gFidavan zarove s boreliemi.
Naopak ve skupihkde byl IRS-2 ped gidanim k butkam preinkubovan s boreliemi doslo
k mirnému néistu produkce cytokinu (Graf 7A). Shodny trend vykedy v giitomnosti
IRS-2 také DC z kmene C57BL/6 (Graf 7B). U DC zeketin G knockotit se produkce 24-

h TNF-u vlivem IRS-2 v podstét nezngnila. (Graf 7C). DC z posledniho kmene mysi
129/SV vykazovaly v fitomnosti IRS-2 lehce zvySenou produkci 24-h TiNke skupird
kde byl IRS-2 ped gidanim k butkam preinkubovan s boreliemi (Graf 7D).
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Graf 7 :Vliv Klistéciho rekombinantniho proteinu IRS-2 na produkci h24FNF-o.
dendritickymi buikami izolovanymi z mysSiho kmene C3H/HeN (A), C578I(B), katepsin
G knockout (C) a 129/SV (D)
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Vlivem druhého rekombinantni proteinu SPI nebylaodukce 24-h TNFe
dendritickymi butkami z mySi kmene C3H/HeN ani C57BL/6 #mina (Graf 8A, B). Bilky
z katepsin G knockout mysi reagovaly f@gnnost SPI signifikantnim zvySenim produkce
24-h TNFe ve skupir kde byl SPI pidan k butkam zarové s boreliemi, a to o 35% (Graf
8C). Produkce 24-h TNE-dendritickymi bukami z kmene 129/SV nebyla vlivem SPI

vyrazre ovlivnéna (Graf 8D).
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Graf 8 : Vliv Klistéciho rekombinantniho proteinu SPI na produkci 24FNF-o
dendritickymi butkami izolovanymi z mySiho kmene C3H/HeN (A), C578I(B), katepsin
G knockout (C) a 129/SV (D)
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4.2. STANOVENI UROVN E OVLIVN ENi PRODUKCE CYTOKINU
DENDRITICKYMI BU NKAMI
Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda inhibi efekt rekombinantniho proteinu IRS-2
na produkci IL-6 dendritickymi hikami je pozorovatelny jiz na Urovni mRNA. Postup
pokusu je popsan v kapitole 3.2.2.
Vlivem IRS-2 doSlo k 11nasobnému sniZzeni expres&l/Rro IL-6 u dendritickych

burgk, které byly inkubovany 12 h s IRS-2. Po 6 h inkcibtento efekt nebyl pozorovan
(Graf 9).
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Graf 9: Vliv rekombinantniho proteinu IRS-2 na Urdévexprese mRNA pro IL-6
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4.3.0VLIVN ENi FAGOCYTOZY MAKROFAG U

V tomto pokuse byl zkouman vliv slin a rekombindomkliS€cich protei IRS-2
a SPI na fagocytozu borelii a pHrodo Kak liniovymi makrofagy PMJ2-R. Postup pokusu
je popsan v kapitole 3.2.3.

Vliv Kklistécich slin na fagocytézu pHrodo kédk makrofagy zobrazuje Graf 10.
Inkubace makrofag se slinami vedla k signifikantnimu sniZzeni fagoeyt véasovém
intervalu 120 min, a to ze 42% na 28%; v inten240 min pak doslo ke snizeni fagocytdzy
Zz 81% na 67%.

Vliv proteini na fagocytozu pHrodo kukk ukazuji Grafy 11 a 12. Inkubace
makrofagr s SPI proteinem vedla k signifikantnimu zvySergoaytdzy pouze ¥asovém
intervalu 10 minut, ato z 11% na 17 %. V ostatnitarvalech neni Zzadna Zma (Graf 11).
Naopak inkubace makrofag proteinem IRS-2 vedla k vyraznému sniZeni flsceg&niho
signalu ve vsSechtasovych intervalech kroinc¢asového intervalu 10 min. Konkrétn
v intervalu 30 min doslo ke snizeni fluorescencd@éb6 na 11 %, po 60 min z 60 % na 24
%, po 120 min z 35 % na 18 % a po 240 min doslerk&eni fluorescence z 62 % na 43 %.
Procentualni nejednotnostc¢asovych intervalech tohoto pokusu je dana samgstatn
meienimi ¢asovych interval 30 min a 60 min, které tak procentufilnenavazuji na
intervaly 120 min a 240 min (Graf 12).
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Graf 10 : Vliv klistécich slin na % makrofégfagocytujicich pHrodo kuiky
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Graf 11 : Vliv klistéciho rekombinantniho proteinu IRS-2 na % makraffagocytujicich
pHrodo kulgky
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Graf 12: Vliv klistéciho rekombinantniho proteinu IRS-2 na % makraffagocytujicich
pHrodo kulgky
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Ovlivnéni fagocytozy CFSE zianych borelii ukazuji Grafy 13, 14 a 15. Inkubace
makrofag: s klis€cimi slinami vedla ke sniZzeni fagocytdzy ve vS&abovych intervalech.
Vintervalu 10 min doslo ke sniZzeni z 52% na 33%tervalu 120 min ke snizeni ze 59%
na 47% a v intervalu 240 min ze 60% na 46% (Graf B8 inkubaci makrofags proteinem
SPI doSlo k mirnému néstu fagocytdzy borelii ¢¥asovych intervalech 120 min a 240 min.
AvSak pouze v intervalu 240 min je toto zvySentistaky vyznamné, a to z 26 % na 31 %
(Graf 14). Inkubace makrofég s proteinem IRS-2 vedla k signifikantnimu zvySeni
fluorescence pohlcenych borelii jak v intervalu X8, tak i v intervalu 240 min. Po 120

min byla fluorescence pohlcenych borelii zvySer¥¥ na 32 % a po 240 min z 32 % na 41
% (Graf 15).
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Graf 13: Vliv Klistécich slin na % makrofagfagocytujicich CFSE ziané borelie
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Graf 14 : Vliv klistéciho rekombinantniho proteinu SPI na % makroféagocytujicich
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Graf 15 : Vliv Kklistéciho rekombinantniho proteinu IRS-2 na % makraféagocytujicich

CFSE zna&ené borelie
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5. DISKUSE

VR4

Lymeska boreli6za p#t v sowasnosti mezi nejroz&nsjSi ¢lenovci Fenasené
onemocgni v Evrog a USA. V poslednich letech je nejeeské republice zaznamenavan
zvySeny poet osob, které se timto oneméoifm nakazi. Vzhledem k zavaznosti této
choroby je vyvijena velkd snaha o nalezeni vhodnyateini, které by napomohly ve
vyVvoji G¢inné vakciny proti tomuto onemasmi. V této souvislosti byla v poslednich letech
piipravenarada rekombinantnich protairz kliS€cich slin. Pr&¥ postupné zji€vani funkci
téchto proteii a jejich porozurgni v komplexnim msfitku mize byt kltem ve vyvoji
novych latek ginnych proti lymeské borelidze, ale i jinym onemémim.

Hlavnim Ukolem mé diplomové prace bylo zjistit vivou rekombinantnich protein
na buiky prirozené imunity, pedevsim dendritické laley a makrofagy, které hraji zdsadni
roli v zapa@eti imunitni reakce. Téma meé prace bylo navrzenozékdad predchoziho
vyzkumu Martiny Slamové, ktera dosahla zajimavygsledka pii studiu vlivu kliSécich
slin na funkci dendritickych bwk (Sldmova et al. 2011). Toto téma pak bylo nasiedn
rozvedeno a za#eno na dva nové proteiny z kli€ich slin, které jsme #i v laboratdi

k dispozici.

5.1.0VLIVN ENI PRODUKCE CYTOKIN U DENDRITICKYMI BU NKAMI

V prvni ¢asti své diplomové prace jsem se Z&ta na vliv obou proteith na produkci
cytokini dendritickymi butkami z tiznych kmeid mySi. Oba dva sledované proteiny jsou
inhibitory serinovych proteaz, konkrétrpak katepsinu G a chymazy kipadk IRS-2
a katepsinu G, elastazy a mysi proteinazy 3 u B#ikoz inhibice katepsinu G je spot®u
vlastnosti obou testovanych protiinbyly v pokusech jako zdroj dendritickych k#kn
pouzity také katepsin G ,knockout* mysi. Bylo popeaze se katepsin G kréngranuli
neutrofiti nachézi také v myeloidnich a plasmacytoidnich dicklych buikéch ¢loveka.
Zde hraje dlezitou roli @i zpracovani antigenu pro MHCII prezentaci, a timlivaiuje
aktivaci CD4+ T-lymfocyi. Pr¥itomnost katepsinu G byla potvrzena také u mySich
slezinnych dendritickych bwh, bohuZel dosud neexistuji publikace, které bybtiée
zabyvaly vyzkumem katepsinu G v mySich DC (Bursteal. 2004, 2005, 2010, Stoeckle et
al. 2009).

NaSe vysledky ukazuji, Ze ovlitmi produkce cytokibh obéma proteiny je prakticky
nezavislé na jejich inhibni aktivitt vac¢i katepsinu G (tj. boky z katepsin G KO mysi
a jejich matesky kmen stejného genetického pozadi 129/SV). Podelekt byl prokazan
také u prvniho serpinu Irisixodes ricinus Ukazalo se, Ze inhiéni aktivita tohoto proteinu
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na produkci TNFe aktivovanymi monocyty je nezavisla na jeho reaktigentralni smgce
a antiprotedzové aktivit ale Ze jsou za ni zodp&né tzv. ,exosites”, kteréigjme
zprostedkovavaji pimou vazbu Iris s monocyty (Prevot et al. 2009).

Z nasich vysledk je Zejmé, ze nejvyrazisi a nejkomplexgsSi je snizeni produkce
IL-6 vlivem rekombinantniho proteinu IRS-2. Vlivetwhoto proteinu doslo k signifikatnimu
¢i alespa trendovému sniZzeni produkce IL-6 u vSech kinenySi. Tento vysledek
koresponduje s vysledky Hoviuse a kol. Ti prokazadi protein Salpl5 se vaze na receptor
DC-SIGN na povrchu dendritickych btk a tim spousti signalni kaskadu vedouci ke
snizené produkci prozéttivych cytokini IL-6, IL-12p70 a TNFe. Zarove vSak poukazuji
na to, Ze fidanim polyklonalnich anti-Salp15 protilatek se odgiilo zvratit efekt kliStécich
slin na inhibici IL-6 a TNFe a Ze tento efekt fize byt zfisoben viivem také jinych molekul
piitomnych ve slinach (Hovius et al. 2008). Atitgako priklad uvadi dalSi protein
z klisgcich slin prostaglandin E2, ktery mimo jiné ré¥ninhibuje IL-12 a TNFe (Sa-
Nunes et al. 2007). Lze spekulovat, Ze proteinendpa@&dnym za inhibici IL-6
pozorovanou Hoviusem a kol. ve slindeglodes scapulari®y mohl byt protein homologni
¢i pribuzny IRS-2. Kwli komplexnimu vlivu IRS-2 na sniZzeni produkce ILj6me se
rozhodli zjistit, na jaké Udrovni k této inhibici deazi. Pomoci RT-PCR jsme dosli ke
zjisteni, Ze IRS-2 vyrazhsnizuje relativni expresi mRNA pro IL-6. Podobnéhsledku
dosahli ogt Hovius a kol., kt# zjistili, Ze snizen& produkce IL-6 a TN&vlivem Salpl5 je
dusledkem destabilizace mRNA pro tyto cytokinyfit@mnosti Salp15 (Hovius et al. 2008).
Potlateni produkce prozé&tlivych cytokini IL-6 a TNFa dendritickymi buikami
aktivovanymiB. afzeliipod vlivem slin Zxodes ricinugpozorovala také Martina Slamova,
na jejiz praci sem navazovala (Slamova et al. 20t I1ze spekulovat, Ze efekt slirodes
ricinus na snizeni produkce IL-6 dendritickymiitkami, ktery pozorovala Martina, ibe
byt (alespd ¢aste&né) pricitan IRS-2. Bhem naSich pokusse vSak nepotvrdilo, Ze by se
IRS-2¢i SPI vyraze podilely na snizeni produkce TN#-které je pozorovano pod viivem
slin. Vlivem SPI sice doslo u mySi kmene C57BL/6skézeni produkce 2-h TN&v jedné
skupirg, avSak tento trend se u ostatnich kinerySi nepotvrdil. Naopak pod vlivem SPI byl
u katepsin G knockout mySi pozorovantsimprodukce 24-h TNk-0 35 % u skupiny bez
preinkubace. Tyto knockout mySi vS8ak mohou mittmné imunitni reakce, idledkem
¢ehoz je rozdilné chovani SPI v katepsin G knockoy8ich oproti ostatnim kmém.
Maclvor a spol. sice udavaji, ze katepsin G knotkaoysi maji normalé funkeéni neutrofily,
avSak o fenotypu dendritickych btk tohoto kmene nejsou dosud Zadné relevantni

informace (Maclvor et al. 1999).
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Zajimaveé vysledky, které podporujfgaichozi praci Martiny, byly ziskany sledovanim
vlivu IRS-2 a SPI na produkci IL-10 dendritickymittkami. Ukézalo se, Ze vlivem proteinu
SPI doSlo u dendritickych bgk k signifikantnimu sniZzeni produkce IL-10 i ke ¢tyf
sledovanych kmen mysSi. Protein IRS-2 pak velmi vyrazrsnizoval produkci IRS-2
u katepsin G knockout mySi a u mysi kmene 129/Sfimco u mysi kmene C3H/HeN
a C57BL/6 k sniZzeni nedoSlo. Tyto rozdilné vyslediky mohly byt vysétleny odliSnym
genetickym pozadim a imunitni odgoN 129/SV a tedy i katepsin G knockout mysi. Nap
Asselin-Paturelova a kol. uvadi, Ze ve slézimysi kmene 129/SV je v porovnani s ostatnimi
mySimi kmeny vyraz&vyssi podil plazmacytoidnich dendritickych BknTyto pDC se od
konverenich dendritickych butk [iSi nagiklad nizSi expresi CD11& MHCII molekul
a naopak zvysenou produkci IFN(Asselin-Paturel et al. 2003). Nicm#&pokusy s obma
proteiny potvrdily praci Martiny, ktera prokazalee sliny zIxodes ricinussnizuji produkci
IL-10 dendritickymi buikami aktivovanymi boreliemi (Slamova et al. 201Ppotlateni
produkce IL-10 vlivem SGE bylo pozorovano také ustli splenocyt aktivovanych
mitogenem (Hannier et al. 2003). Tyto vysledky jsSak v ostrém kontrastu ggglchozim
zkoumanim Kkligtcich slin, které ukazalo, Zze obé&cvlivem slin dochazi k pott@ni Th1ci
Th17 odpo¥di a polarizaci sgrem k Th2 imunitni odpadi (Kopecky et al. 1999; Skallova
et al. 2008; Ferreira a Silva 1999).

V rdmci své prace jsem se snaZila také zjistitvorhi produkce IL-12 dendritickymi
bunkami. Bohuzel se nam vSak neptitaindukovat ngfitelné mnozstvi IL-12. Tento fakt
muze byt zapicinén pouzitim ELISA kitu detekujiciho IL-12p70. Pro tvgieni tohoto
heterodimeru sestévajiciho z podjednotek p35 aj@46tiZz zapatebi kostimulani signal,
ktery v naSem pokusu chil{Schulz et al. 2000, Snijders et al. 1998).

5.2.0VLIVN ENi FAGOCYTOZY MAKROFAG U
5.2.1. OPTIMALIZACE METODY

Souwéasti mé prace byla také optimalizacetfemi fagocytdzy pomoci prokové
cytometrie. Martina Slamova, na jejiz praci jsenvammvala i v tétocasti, sledovala
fagocytdzu borelii dendritickymi kikami pomoci nefimé fluorescence (Slamova et al.
2011). AvSak z tivodu znanych limiti této metody a jeji népis velké gesnosti jsme se
rozhodli pro stanovovani fagocytozy pggromoci piitokoveho cytometru. Tato metoda se
v nasi laborati® dosud neprovata, a tak bylo ped vlastnim réfenim fagocytozy zapisbi
najit a zajistit optimalni podminky, které by zé&ualy presnost a spolehlivost metody
a zarové jasnou interpretaci ziskanych vyslédk
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Po prvotnich pokusech jsme zjistili, Ze pro zavédéto metody jsou nejvhodsi
liniové makrofagy PMJ2-R, s kterymi se velmi delpracuje. Vyhodouéthto burk je
jejich negilnavost k povrchu kultivéni destéky, ktera zartiuje snadnou manipulaci
s €mito buikami, respektive jejich odebrani a naskedejich dobrou kvalitu Bhem
stanovovani (Obr. 7).

V dalSi fazi bylo iteba pekonat problém se samotnym stanovenim fagocytozy.
Vysledky, které jsme ziskalichem pa@ateinich nefeni fagocytdézy borelii zranych
pomoci CFSE, byly nejasné a n&ltase nam rozlisit borelie pohlcené makrofagy aehe,
které byly na bitkach pouze adherované. Z tohofwadu jsme hledali jiny systém, ktery by
pomohl tento problém ipkonat. Nakonec jsme pouZili nedavno vyvinwéstice
konjugované S novym fluorescenm barvivem pHrodo
(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/P35R861 Fluorescence tohoto speci@ln
vyvinutého barviva se zvySuje spolu s klesajicim phkhitt fagozomu. B méteni
v pritokovém cytometru jsou tedy tipouzecastice pohlcené lilou a nikoli navazané na
jejim povrchu. Tytocastice jsou tedy velmi vhodnym modelem pro studiiagocytézy
makrofagy. AvSak ukazalo se, Ze i tyto konjugatyirsee limity. Pomoci pHrodo konjugat
nelze stanovovat fagocytézu dendritickych &ura neutrofii, jelikoz fagozomalni pH
téchto burtk neni na rozdil od makrofagkyselé (Savina a Amigorena 2007, Lee et al.
2003).

Po provedeni série experimérs fagocytdézou pHrodo partikuli jsme se rozhodéitir
se zpgt k fagocytdze borelii. Pro sledovani fagocytéashto mikroli jsme pouzivali jejich
znaeni pomoci CFSE (Tuominen-Gustafsson et al. 200§¥t vSak vyvstal problém
s odliSenim borelii pohlcenych a navazanych. ¥sim& publikaci se pro odliSeni pouziva
tzv. zhaSeni externi fluorescence nalepenych baftedikterii) pomoci Trypanové mid
(Hed et al. 1987, Al-Robaiy et al. 200Sun et al. 2005). VyzkouSeli jsme protizmé
modifikace této metody. Pouzivali jsmiezné koncentrace Trypanové nitedh inkubovali je
s buikami mizr¢ dlouhou dobu. AvSak nikdy se ndm nepddaprokazateld zhasnout
fluorescenci adherovanych borelii. DalSi metodardda jsme vyzkousSeli pro odliSeni
adherovanych borelii, bylo pouziti cytochalasinUMeng et al. 2010). Cytochalasin B je
mykotoxin, ktery inhibuje polymerizaci aktinu. Pehp gidani k buikam by tedy newio
dojit k fagocytdze. Mila jsem tedy d¥ paralelni skupiny buik, jednu skupinu bufk bez
Cytochalasinu B, kde byly detekovany jak boreligd@ytované, tak navazané na povrchu
buiky a druhou s Cytochalasinem, kdélynbyt pouze borelie navazané naiky. Ani tato
metoda v3ak nefungovala digekavani. Usgsna se nakonec ukézala az metoda zhaseni

vngjSi fluorescence pomoci etidium bromidu EtBr (Fatssi et al. 1989). EtBripkryje
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fluorescenci CFSE mechanismem zvanym FRET (fluersse resonance energy transfer)
(Heinzelmann et al. 1997).
fluorescence fagocytovanych boreliietelre oddtleny signal jako tomu je u pohlcenych
pHrodo kultek (Obr. 8, Obr. 9). Zjistili jsme, Ze tento fal zapicinén pH senzitivitou
fluoresceinu, ktery je slozkou CFSE. Fluorescein vr@odstat opanou vlastnost jako
pHrodo, a sice Ze s klesajicim pH jeho fluorescesiébne (Savina et al. 2006). CFSE je
tedy na rozdil od pHrodo vhodny prcsiani fagocytozy neutrofil a dendritickych bugk.
Jeho pouziti pro gfeni fagocytézy makrofdgneni vylodené, avSak neni ani zcela idealni.
Po zjistni tohoto faktu jsme se rozhodli vratit se dwpdnimu zansru a zngfit
fagocytézu zn&enych borelii dendritickymi hikami. Pro tento pokus jsme pouZzili
dendritické biiky izolované pedchozi den ze sleziny, avSak tytonky nebyly schopny
fagocytovat (Obr. 10). Tento faktibe byt zapicinén mnoha okolnostmi. Dendritické
buiky se mohou aktivovat ip samotné izolaci pomoci magnetické separace CD11c
kulickami (Zarnani et al. 2006). Zraléiky pak jiz nejsou schopny fagocyt6zy. Kré&moho
se uvadi, Ze jiz kratkodoba kultivace vyizolovanydéndritickych butk vede Kk jejich
spontanni aktivaci (Schlecht et al. 2006, Zarnaai.e2006). Dendritické hiky vyizolované
timto zpisobem se tedy ukézaly jako nevhodné pro studiumcfagzy. Pro tyto Eely by
bylo vhodné pouzit dendritické tky izolované z kostniigrg.
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Obr. 7 : Populace liniovych makrofégPMJ2-R Obr. 8: PMJ2-R makrofagy inkubované 120 min
s pHrodo. Fpptace fagocytujicich bék
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Obr. 9: PMJ2-R makrofagy inkubované 120 min Obr. 10 : Slezinné DC inkubované 120 min s CFSE
s CFSE boreliemi. F- populace fagocytujicichdun boreliemi. F- populace fagocytujicich ikn

5.2.2. OVLIVNENi FAGOCYTOZY MAKROFAGU

Béhem této série pokisjsme zkoumali, jaky vliv maji sledované proteirgle
i klisteéci sliny na fagocytarni schopnost makrdafay pokusech s kligtimi slinami zIxodes
ricinus se potvrdily pedchozi vysledky ziskané v naSi labofiatd/ naSich pokusech
snizovaly sliny fagocytozu jak pHrodo kégk, tak i CFSE znnych borelii. Také
Kuthejlova a Kopecky ukéazali, Zze vlivem SGH. zicinus dochazi ke zhorSeni schopnosti
makrofag: pohcovat spirochety a nasléde zabijet (Kuthejlova a Kopecky 2001). Stejného
vysledku dosahli i Kykova a spol., ki@ téz potvrdili inhib&ni vliv slin na mnoZstvi
fagocytujicich makrofag ale i pohlcenych bakterii (Kkova et al. 2006). V dalSigianku
byl popsan inhikini vliv slin zD. variabilis na fagocytdozu zymozanovyaiastic liniovymi
makrofagy. Sliny nily opét vliv jak na pd@et fagocytujicich butk, tak i na mnozstvi
pohlcenychéastic (Kramer et al. 2011). Tento prokazany infnbivliv slin by mohl byt
castén¢ zpisoben pitomnosti proteinu IRS-2. em nasich pokusse ukazalo, Ze tento
protein velmi vyraz# sniZzuje fluorescami signal pochazejici z pohlcenych pHragstic.
Zdanliw opany efekt ma tento protein na fagocytované borei@ené CFSE. Domnivame
se, Ze tento na prvni pohled profidny efekt by mohl byt z&@inén zmenou pH uvnit
fagozomu v pitomnosti IRS-2. Jestlize pHrodo partikule reagwgi snizujici se pH uvrfit
fagozomu nérstem fluorescence, pak by snizeny signal pozorowhgm tohoto pokusu
mohl znamenat spiSe vySSi pH oproti kontrole neSinenozstvi pohlcenych borelii. Tento
efekt pak nize vyswtlit opacné vysledky ziskanéifpmeéreni fagocytézy CFSE borelii. Jak
je uvedeno vyse, fluorescein obsazeny v CFSE jesguttitivni, tudiZz vysSi signal v tomto
pokusu by byl dsledkem pra¥ zminovaného zvySeni pH oproti kontrole. Znamenalo by to

tedy, Ze IRS-2 neovliwje fagocytdzu ve smyslu pohlcovani cizorodych agafe postihuje
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ziejme jen schopnost makrofédglegradovat fagocytovany material. Tato teorie &gkwnela
byt dale o¥rena.

Martina Slamova, na kterou jsem navazovala, se ala@abyvala vlivem slin na
fagocytdézu dendritickych béhk. Ve svych pokusech prokazala, Ze Klistsliny maji
vyrazny inhibéni efekt také na fagocytarni schopnost dendritibkigarek (Slamova et al.
2011). Tento pokus se nam bohuzel nepitmlaz divodi uvedenych vySe zopakovat,
nemohu proto tyto vysledky nijak potvrditvyvratit.

DalSi autdi ukazali, Ze krora makrofag a dendritickych bukk maji sliny vliv také na
inhibici fagocytdzy a zabijeni spirochBorrelia burgdorferineutrofily (Ribeiro et al. 1990,
Montgomery et al. 2004). Problematika vlivu Kd&th proteii na neutrofily bude proto

v blizké budoucnostifipdmétem dalSich experimeint
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6. ZAVER

* serpin IRS-2 vykazuje inhibiéni efekt na produkci IL-6 dendritickymi bu fikami
ze vSech kmefi mysi

* serpin IRS-2 vykazuje inhibiéni efekt na produkci IL-10 nékterymi kmeny mysi
» protein SPI vykazuje inhibi¢ni efekt na produkci IL-10 tFemi mySimi kmeny

* byla optimalizovana metoda pro stanoveni fagocytézypomoci pnitokového
cytometru

* byl potvrzen vliv slin z|. ricinus na sniZzeni fagocytarni schopnosti makrofag

» serpin IRS-2 Zejmé sniZzuje schopnost makrofa§ degradovat pohlceny material
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7. SEZNAM ZKRATEK

ADO
ADP
AMP
APC

ATP
B.b.s.|
B.b.s.s.
Bop
BOFES
Bp
BSK-H
CAMP-PKA
CD
CFSE
CRASP
CTL

Dbp A, B
DC
DC-SIGN

D-MEM
DMSO
DNA
DTH
EDTA
ELISA
EM

Erp
FRET
GM-CSF
HLE
IFN

adenosin
adenosin difosfat
adenosin monofosfat
antigen presenting cell, antigen prezecitbjinka
adenosin trifosfat
Borrelia burgdorferisensu lato
Borrelia burgdorfegensu stricto
glycosaminoglycan-binding protein, glykosanglykan vazajici protein
bovinni fetalni sérum
pat bazi
Barbour-Stoenner-Kelly-H
cyclic adenosine monophospate - prokéase A
cluster of differentiation
carboxyfluorescein diacetate
complement regulator-aquisngace protein
cytotoxické T- lymfocyty
decorin binfing protein, dekorin vazajprotein A, B
dendritic cells, dendritické hky
dendritic cell-specific intercellulardi@esion molecule-3-grabbing non-
integrin
Dulbecco's modified Eagle medium
dimethylsulfoxide
deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleovéskiina
delayed type hypersenzitivity, senztavoddaleného typu
ethylenediaminetetraacetic acid
enzyme linked immunosorbent assay
erythema migrans
OspE/F related protein
fluorescence resonance energy transfer
granulocyte-macrophage colony stimulataajor
human leukocyte elastase, lidska leukocytelastaza
interferon

interleukin
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IRS-2
KO
LPS
LTA
MAC
MCP-1
MHC
MRNA
NK
NOD

Osp A, C
PAMP

PBS
PGE2
PRR
RCL
RICK
RNA
RPMI
RT-PCR

SGE
SPI
STAT-1
TCR
TGF
Th

TLR
TNF-a
t-PA
TROSPA
Vlis

Ixodes ricinusserpin 2

knockout

lipopolysacharid
lipoteichoic acid, lipoteichoova kyselina

membrane attack komplex, membrany atakiponplex
monocyte chemoattractant protein 1

major histocompatibile komplex, hlavni lbisbmpatibilni komplex
messenger ribonucleic acid, mediatorovamikleova kyselina
natural killer, pirozeny zabijak

nucleotide-binding  oligomerization  domain, ukteotidy vazajici
oligomeriz&ni doména

outer surface protein A, Cgj8i povrchovy protein A, C

pathogen associated molecular patterns patageny asociovane
molekularni vzory

phosphate-buffered saline, fosfaty pufrogaiplogicky roztok
prostaglandin E2

pattern recognition receptor, vzory rozgeajici receptor

reactive center loop, reaktivni centramiyska

receptor-interacting serine/threonine kima

ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

Roswell park memorial institute

reverse transcription - polymerase chaaction, polymerazovéettzova
reakce spojena s reverzni transkripci

salivary gland extract, extrakt ze slinnglzz

serine protease inhibitor, inhibitor seriyav proteaz

signal transducer and activator of traipgion 1

T-cell receptor, T-b@iny receptor

transforming growth factor

T helper cell, pomocny T lymfocyt

Toll like receptor

tumor necrosis facter

tissue plasminogen activator,itkgy plasminogen aktivator

tick receptor for OspA, kiégi receptor pro OspA

variable major protein-like sequence
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