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1 Literarni prehled

1.1 Zanét

Zanét je odpovédi organismu na posSkozeni tkané€, které miize byt fyzikalniho,
chemického ¢i mechanického ptivodu, nebo miize byt vyvolan ptisobenim infekénich agens.
Cilem zanétu je lokalizovat misto poSkozeni, zabranit Sifeni infekce aktivaci pfirozené
i adaptivni slozky imunitniho systému a znovunastoleni homeostazy. Vysledkem tspé$ného
rozvoje fyziologického (akutniho) zanétu je odstranéni pfi¢iny jeho vzniku a reparace

poskozené tkang.

Prvni reakci organismu v mist¢ zanétu byva vasodilatace, kterd zvysi prokrveni
postizeného mista a tim zjednodus$i migraci imunitnich bun¢k do mista zanétu. Zvysené
prokrveni ma také za nasledek lokalni narast teploty (calor), zarudnuti (rubor) a otok (tumor).
Diusledkem nahromadéni kyselych metaboliti v misté zanétu pak dochazi ke vzniku lokalni
acidozy, zvyseni osmotického a onkotického tlaku a nasledné zvysené bolestivosti mista
(dolor). Tyto ¢tyfi zakladni znaky zanétu popsal jiz v prvnim stoleti naseho letopoétu Aurus
Cornelius Celsus a o dv¢ stoleti pozd&ji byly doplnény Claudiem Galénem o paty znak -

poruchu funkce (functio laesa).



Vznik zanétlivé reakce

Vyvoj zanétu probiha nasledujicim zpisobem. Latky schopné vyvolat zanét (induktory)
aktivuji senzory, které spusti produkci medidtord, jejichz pomoci jsou néasledn¢ aktivovany
efektory. Induktory zanétu mohou byt exo- nebo endogenniho piivodu a dale se d€li na nékolik

podskupin (viz obrazek 1).

; ; * PAMPs
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Exogenous
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Non-microbial * |rritants
* Foreign bodies
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Tissue derived malfunctioning or dead cells
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* Products of ECM breakdown
ECM derived

Obr. 1: Induktory zanétu a jejich deleni. PAMP — pathogen associated molecular patterns;
ECM — extracellular matrix (Medzhitov, 2008).

Mezi exogenni induktory zanétu mizeme fadit mikrobialni PAMPs (patogen associated
molecular patterns) a virulentni faktory, které jsou taktéz mikrobidlniho pivodu. Na rozdil
od PAMPs jsou virulentni faktory specifické pouze pro patogeny. Napf. proteazy vylu¢ované
helminty jsou detekovany bazofily a tim spoustéji zdnétlivou reakci. Stejny uc¢inek mohou mit
I nékteré proteazy, které se fadi mezi alergeny, coz naznacuje uréitou nespecifi¢nost
bazofilnich senzori (Sokol et al., 2007). Je dulezité zminit, ze exogenni mikrobialni induktory
mohou pochazet i od symbiotickych bakterii. Signalni drahy vedouci k rozvoji zanétlivé

reakce jsou v tomto ptipad¢ blokovany rozlicnymi mechanismy (Turer et al., 2008).

Mezi nemikrobialni exogenni induktory zanétu se fadi alergeny, cizi, toxické a drazdivé

latky (Majno and Joris, 2004).



Do endogennich induktort, které mohou spustit zanétlivou reakci spadaji signaly
vylucované z poskozenych ¢i stresovanych bunék. Jednd se vétSinou o latky, které
se za normalnich okolnosti nachézeji uvniti buniky a ven se dostanou az poté, co buitka umie

(u bunky, ktera umira apoptézou k uvolnéni téchto induktord ven z bunky nedochazi).

Pribéh zanétlivé rekace

Nejvice prozkoumanym je zanét zplisobeny infekénim agens, obzvlasté¢ bakteriemi.
Zanétliva reakce je timto podnétem spusténa tak, ze membranové receptory (nejcastéji)
tkanovych makrofagti rozpoznaji epitopy (PAMPs ¢i virulentni faktory) na povrchu patogenu.
To vede k produkci tzv. mediatord - cytokinti, chemokint, vazoaktivnich latek ¢i produkti
proteolytické kaskady. Medidtory pak plisobi na efektory a zpisobuji vazodilataci, proudéni
plazmy do mista zanétu a tim infiltraci zanétlivého loziska efektory z cirkulace (Medzhitov,
2010). Na misté zanétu jsou pak efektory (neutrofily i makrofagy) aktivovany a tcastni se
zanétlivé reakce jak eliminaci patogeni, tak produkci cytokinti, ¢imz aktivuji dal$i bunky
imunitniho systému. Neutrofily pak mohou degranulovat ¢i produkovat ROS (reactive oxygen
species). Tyto prostiedky ale nemohou byt cilené pouze na patogen, a tak zptisobuji poskozeni

i vlastni tkani (Nathan, 2002).

Podle induktoru zanétlivé odpovédi se lisi i vysledna zanétliva reakce. Signal, ktery je
spustén virovym patogenem zahrnuje produkci IFN-a (interferon o) a IFN-B (interferon f3)
nakazenymi buiikami, zatimco napadeni organismu parasitickymi Cervy vede k produkci

IL-4, IL-5 a IL-13 (interleukin -4, -5 a -13) Zirnymi buiikami a bazofily (Medzhitov, 2010).

Za idedlnich okolnosti je pak patogen zlikvidovan a dochazi k ukonceni zanétlivé reakce
predevsim za ucasti neutrofill a k reparaci poskozené tkané makrofagy (viz nize). Pokud se
nepovedlo patogen odstranit, méni se po néjaké dobé zanétlivy infiltrat a prevazujici procento

neutrofilti je nahrazovano makrofagy a v ptipadé¢ infekce také T-lymfocyty.

Ukonceni zanétu

Velmi dilezitou fazi zanétu je jeho ukonceni. Podileji se na ném piedev§im bunky
pfirozené imunity. V pfipadé neutrofild dochdzi k jejich timrti a naslednému odklizeni
za pomoci fagocytl. Stejné tak je zapotiebi odstranit i prozanétlivé cytokiny a finalné jsou
namisto zanétu piivadény protizanétlivé subtypy makrofagh anebo dochazi k preméné

prozanétlivého fenotypu makrofagi na protizanétlivy (Tabas and Glass, 2013). Na téchto



dgjich se podileji napt. IL-10, TGF-B (transforming growth factor ) a lipidové faktory jako
jsou protektiny, resolviny, maresiny a lipoxiny, které jsou vSechny souhrnné nazyvany
specializované pro-resolu¢ni mediatory (specialized proresolving mediators — SPMs) (Serhan,
2007). K ukonc¢eni zanétlivé odpovédi prispiva také komplement, ktery zvysuje fagocytickou
aktivitu efektort a tim urychluje odklizeni apoptotickych buné€k (Flierman and Daha, 2007;
Ricklin et al., 2010).

Regenerace poSkozené tkané

K nasledné regeneraci tkané piispivaji makrofagy, a to jejich oba subtypy, M1 i M2.
odpovédi, M1 fenotyp se podili na odstratiovani mrtvych bunék a dalSich induktorii zanétu
aprodukci IL-6, TNF-a (tumor necrosis factor o) a IL-1p stimuluje myogenezi
(Saclier et al., 2013). Obnovu tkan¢ urychluje také IL-4, ktery je na misté zanétu produkovan
eozinofily (Heredia et al., 2013). Pomoci regulace produkce rustovych faktord a indukce

fagocytozy odumielych bunék se na obnové tkané podili i komplement (Ricklin et al., 2010).

Patologie zanétlive reakce

Neni-li strategie k odstranéni patogenu Uspésna, akutni zanét pfechazi v chronicky a na
misté se mohou tvofit granulomy a tercialni lymfoidni tkan¢ (Drayton et al., 2006). Krom¢
toho mize byt chronicky zanét zplsoben také autoimunnimi chorobami, pfetrvavajicim
poskozenim tkang, perzistujicimi alergeny, nestravitelnymi ¢asticemi ¢i endogennimi krystaly

natrium uratu (Majno and Joris, 2004).

Pokud je imunitni systém pii reparaci poskozené tkané prehnané aktivovany, mizZe
misto regenerace dochazet k remodelaci tkan€ neboli tkaiové fibroze. K tvorbé tkanoveé
fibrozy prispiva i komplementovy systém (Ricklin et al., 2010). Stejné tak se patologické
reakce ucastni 1 vétSina ostatnich bunék imunitniho systému (shrnuto Kulkarni et al., 2016).
Napft. pocet neutrofilli je pouzivan jako prognosticky marker pifi remodelaci kardialni tkané

(Stramer et al., 2007).

Poruchy v ukonceni =zanétlivé reakce prispivaji k rozvoji chorob, jako jsou
aterosklerdza, obezita, nékteré typy rakoviny, astma, neurodegenerativni onemocnéni,
mnohocetna sklerdza ¢i revmatoidni artritida. Néktera tato onemocnéni se jevi jako chronicky

zanét jiz od pocatku (napt. ateroskleroza ¢i obezita), u nékterych onemocnéni mizeme najit



akutni i chronicky zanét soucasné (napt. revmatoidni artritida, astma, Crohnova choroba atd.).
U civilizacnich onemocnéni jako jsou obezita, diabetes druhého typu, neurodegenerativni
onemocnéni nebo rakovina se pak pacient ocitd v zaCarovaném kruhu, protoze napft. obezita
muze vést ke vzniku chronického zanétu, ktery ma pak na svédomi diabetes druhého typu
vytvofenim rezistence k inzulinu (Hotamisligil, 2006). Podobné zacarované kruhy se

vyskytuji naptiklad i u aterosklerdzy ¢i rakoviny a jsou tak zodpovédné za pretrvavajici zanét.

V nasledujicich kapitolach se budeme podrobnéji vénovat roli makrofagli a neutrofili

ve Vyvoji zanétu.

1.1.1 Monocyty/makrofagy
dialezitosti svéd¢i, ze jsou pfirozené pritomné téméf ve vSech tkanich a mlizeme je najit

u vSech obratloveu i u celé fady bezobratlych zivocichu (shrnuto Abnave et al., 2017).

Makrofagy maji svlij ptivod v progenitorovych hemopoetickych burikach kostni diené,
odkud jsou vyplavovany do cirkulace jako monocyty a po aktivaci chemokiny mohou
prostupovat do tkani. Tento zplisob vzniku makrofagii byl dlouhou dobu povazovén za jediny,
ale Perdiguero a kol. (2015) prokazal, ze nékteré populace tkanovych makrofagi pochazeji
zbunék zloutkového vacku. Prekurzory téchto makrofagii vznikaji ve tkanich jiz

Vv prenatalnim vyvoji a jejich populace je obnovovana nezavisle na makrofazich z cirkulace.

Tkanové makrofagy tvoii celou fadu fenotypové odlisnych populaci, které podle jejich
lokalizace rozliSujeme na Kupfferovy buiiky (v jatrech), mikroglie (v mozku), Langerhansovy
buriky (v kazi) ¢i alveolarni makrofagy (v plicich). Jejich hlavni tlohou je likvidace vlastnich
odumfelych bunc¢k a také predstavuji prvni obrannou linii v pfipadé€ proniknuti patogenu nebo
vzniku poranéni. V neposledni fad¢ se makrofagy vyznamné podili na vzniku, pribéhu ale

i ukondeni zanétlivé reakce.

Ke zméné monocytu na makrofag je zapotiebi ptisobeni rastovych faktori GM-CSF
(granulocyte-macrophage  colony-stimulating  factor) a M-CSF  (macrophage
colony-stimulating factor). Diferencovany makrofag mtze byt pisobenim dal$ich cytokini
aktivovan. V zavislosti na typu piisobicich cytokini pak vznikaji dvé odliSné populace

aktivovanych makrofagu.



Subpopulace M1 je také nazyvana jako klasicky aktivované makrofagy, jelikoz aktivace
makrofagi pomoci IFNy byla objevena jako prvni (Nathan et al., 1983). Takto aktivované
efektory stimuluji vznik imunitni odpovédi typu 1. Maji vétsi schopnost prezentace antigenu,
sekretuji vice prozanétlivych cytokini (napf. TNF-a, IL-1pB, IL-12, 1L-18), ROS i RNS
(reactive nitrogen species) a vykazuji zvySenou komplementem indukovanou schopnost
fagocytozy (Martinez et al., 2009). Stimuluji také T lymfocyty K produkci cytokini Thl
skupiny (napt. IFN-vy), které¢ aktivuji dalsi M1 makrofagy (Nathan, 1987).

Témét deset let poté, co byla popsana M1 subpopulace makrofagt, pojmenoval Stein
a kol. (1992) zptisob alternativni aktivace makrofagu pomoci IL-4, ¢imZ ustanovil druhou
subpopulaci makrofagli - M2 (neboli alternativné aktivované makrofagy), ktera vyvolava
imunitni odpovéd’ typu 2, vykazuje snizenou produkci prozanétlivych cytokini a hraje
dilezitou roli pti hojeni a obnové poskozené tkané produkei profibrotickych faktort jako je
napt. fibronektin. M2 makrofagy jsou také zodpovédné za produkci Th2 cytokinil
(napt. TGF-B, IL-4), které stimuluji proliferaci B-lymfocytii a tvorbu protilatek (Jenkins and
Allen, 2010). Tato subpopulace je vice zodpovédna za fagocytdézu mrtvych bunék (Yamazaki
et al., 2008). Fagocytdza nekrotickych bunék pak miize vyvolat prozanétlivou odpoveéd’ (Roos
et al,, 2004), zatimco fagocytéza apoptotickych bunc¢k vyvola zvySenou produkci IL-10
makrofagy a snizenou produkci IL-12, ¢imZ zaujmou M2 fenotyp s protizanétlivou odpovédi

(Filardy et al., 2010).

Cela problematika subpopulaci aktivovanych makrofagi je ale zfejmé mnohem
subpopulace makrofagt, jako spiSe dva krajni fenotypy, mezi nimiz existuje mnozstvi dalSich
subpopulaci s vlastnostmi podobnymi prvni ¢i druhé skupiné a tvofici tak plynuly ptechod.

Vysledna imunitni reakce je pak smési M1/Th1 i M2/Th2 odpovédi (Murray and Wynn, 2011).
Roli makrofagl ve vyvoji zanétu mizeme rozdélit do Ctyft fazi:

1. Poté, co patogen vnikne do organismu, makrofagy jej rozpoznaji. K tomuto ucelu jim
slouzi cela tada receptord tzv. PRR (patogen recognition receptors), jejichz
prostfednictvim rozpoznava PAMPs nebo molekuly vznikajici poSkozenim vlastnich
bun¢k - DAMPs (damage-associated molecular patterns). Mezi PRR se fadi naptiklad
TLR (Toll-like receptors), NLR (NOD-like receptors), RLR (RIG-I-like receptors)



a C-lektinové receptory (Takeuchi and Akira, 2010). Timto procesem je spusSténa
prozanétliva odpovéd.

2. V dalsim kroku se zvySuje poCet makrofagii v misté zanctu, a to dvéma zpusoby.
Pomoci CCL2 (C-C motif chemokine ligand) chemoatraktanti jsou do mista zanétu
ptivadény dalsi makrofagy z cirkulace (Shi and Pamer, 2011) a pusobenim IL-4 se
zvysuje proliferace na misté infekce (Jenkins et al., 2011).

3. Makrofagy na misté zanétu jsou poté diferencovany na M1 ¢i M2 subpopulaci, ktera
miize produkovat ROS, NO a fadu zanétlivych cytokint.
zanétu a nasledného zhojeni poskozeni (Soehnlein and Lindbom, 2010).
M1 subpopulace je schopnd se zménit na M2 fenotyp a zabraiiovat pfiliSnému
poskozeni tkané pomoci produkce macrophage-derived arginase 1, ktera snizuje
produkci IL-12 a ovlivituje ¢innost T-reg (regulatory T-lymfocyte) (Herbert et al.,
2010). Na vysledném zhojeni tkan¢ se makrofagy podili produkci profibrotickych

faktora.

Cinnost makrofagt béhem zanétu ovlivituje také neutrofily. Pro migraci neutrofila jsou
dulezité zejména CXCL-1 (C-X-C motif chemokine ligand), CXCL-2, IL-la a MIP2
(macrophage inflammatory protein-2) (Barry et al., 2013; Beck-Schimmer et al., 2005; De
Filippo et al., 2008). Tato buné¢na signalizace ma za nasledek pfiliv neutrofili do mista zanétu
a eliminaci patogent neutrofily. JelikoZ neutrofily maji po opusténi krevniho fecisté velmi
kratkou Zivotnost, produkuji makrofagy v mist¢ zanétu rastové faktory jako jsou
GM-CSF, G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) a TNFa, aby jejich zivotnost
prodlouzily (Takano et al., 2009).

Makrofagy také podporuji angiogenezi produkci cytokinil a rastovych faktort jako je
VEGF-A (vascular endothelial growth factor) nebo FGF-2 (fibroblast growth factor),
u kterych bylo prokézano synergické ptisobeni (Xue and Greisler, 2002).

1.1.2 Neutrofily

Patii mezi hlavni sloZku pfirozené imunity a tvoii nejvétsi ¢ast recirkulujicich leukocytt
(McCracken and Allen, 2014). Ugastni se pfedev§im asné imunitni odpovédi, hraji dileZitou
roli ve vyvoji zanétu, ale také pfi nékterych chronickych chorobach. Jsou schopné zbavit se

patogenu pomoci degranulace, ale mohou jej 1 fagocytovat a kromé toho jsou producentem



dilezitych cytokint (Scapini et al., 2000). Dalsim zptisobem, jak mohou neutrofily zlikvidovat
patogen, jsou NETSs (neutrophil extracellular traps), coz jsou sité vlaken tvofenych predevsim
z neutrofilové DNA. Déle jsou ptivodcem ROS. Cinnosti membranové NADPH (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate) oxidazy produku;ji superoxidovy anion (O2"), ktery zpusobuje
oxidativni vzplanuti (Nunes et al., 2013). Hraji také dulezitou roli v tzv. pfirozené imunitni
paméti, za kterou jsou, na rozdil od klasické adaptivni imunologické paméti, zodpoveédné
epigenetické zmény, nikoliv trvalé zmeény v genetické informaci jako jsou mutace ¢i

rekombinace (Logie and Stunnenberg, 2016).

Neutrofily, stejné jako ostatni krevni bunky, vznikaji v kostni dfeni. Odtud jsou
vyplavovany do cirkulace, kde ale zistavaji jen kratce (zhruba po dobu jednoho dne)
a nasledn¢ umiraji apoptézou. Tuto kratkou Zivotnost mohou ovlivnit zanétlivé cytokiny
a prodlouzit ji o nékolik dni (Mantovani et al., 2011). Pokud dostanou neutrofily signaly
z mista zanétu, mohou prostupovat z cirkulace do tkani. Prvni signaly jsou vétSinou DAMPs
od poskozenych nebo nekrotickych bunék (Pittman and Kubes, 2013). Tyto DAMP molekuly,
mezi néz mizeme fadit IL-1a, ATP, histony, DNA a dalsi, ptisobi také jako chemoatraktanty,
nebo mohou aktivovat okolni tkdn€ a stimulovat je k produkci dalSich cytokinti (Chen and
Nuifiez, 2010). Dalsi chemoatraktanty jsou produkovany napft. tkannovymi makrofagy po jejich

aktivaci (viz vyse).

Jakmile neutrofilni granulocyty doputuji do zanétlivého loZiska, Gi¢astni se likvidace
patogenu a produkuji chemoatraktanty, jejichz piisobeni ma za nasledek zvySenou migraci
monocyti/makrofagi do mista zanétu - napt. CAP37/azurocidin a cathepsin G (Chertov et al.,
1997). Dalsi migraci makrofagti do mista zanétu ovliviiuji chemokiny CCL2, CCL3, CCL19,
CCL20 ¢i granularni proteiny, které zaroven zvySuji schopnost makrofagh fagocytovat
a produkovat cytokiny (Soehnlein et al., 2009). Neutrofily jsou schopny pomoci
produkovaného CAP37/azurocidinu vyvolat zménu v cytoskeletu endotelidlnich bunck a tim
zvysit permeabilitu endotelu pro monocyty (Gautam et al., 2001). A v neposledni fadé zvysuji
expresi adheznich molekul ICAM-1 (intercellular adhesion molecule), VCAM-1 (vascular

cell adhesion molecule) a E-selectinu (Lee et al., 2003).

Neutrofil, ktery fagocytoval patogen, mize putovat do lymfatickych uzlin. K tomuto
pohybu je zapotiebi, aby buiika exprimovala chemokinové receptory CXCR4 (C-X-C motif
chemokine receptor) a CCR7 (Beauvillain et al., 2010). V lymfatickych uzlinich pak



neutrofily pronikaji do vSech vrstev, aby byly v kontaktu s co nejvétsim poctem aktivovanych

imunitnich bunék (Liao and Von der Weid, 2015).

Poté, co neutrofily splni svou ulohu v misté zanétu, jsou fagocytovany makrofagy ¢i
dendritickymi buiikami, nebo umiraji prostfednictvim apoptozy, autofagie ¢i NETo6zy (proces,

kdy z mrtvé bunky vznikaji NETS) (Iba et al., 2013).

Vsechna ptlisobeni neutrofilnich granulocytli také znacné ovliviiuji ostatni imunitni
bunky. Napftiklad degranulace neutrofili slouzi pfedevSim pro eliminaci patogena, ale
pasobenim latek z granul jsou neutrofily schopné ovlivnit, jestli okolni makrofagy zaujmou
(Hamilton et al., 2014). Nejvice prozkoumany cytokin produkovany neutrofily — IL-8
ovliviiuje chemotaxi, degranulaci a oxidativni vzplanuti samotnych neutrofild, ale také piisobi
chemotakticky na bazofily a T-lymfocyty (Baggiolini, 1998). Interakce s dalsimi imunitnimi

bunikami jsou zndzornény na obrazku 2.
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Obr. 2: Interakce neutrofilii s dal§imi imunitnimi buiitkami. A — Neutrofily (PMN) se akumuluji v marginadlni
zoné sleziny, kde spolu s piisobenim na T-burikach nezavislych antigenii (TI) podporuji tvorbu protilatek a zrant
B-lymfocytit margindlni zony (MZB). B — Ucast neutrofilit v tzv. zacarovaném kruhu autoimunnich onemocnént,
kde wuvoliiovanim NETs indukuji produkci IFN-a pomoci pDC, coz stimuluje B-lymfocyty (B) k produkci
protilatek. C— PMN piimo prezentuji antigen T-lymfocytiim (T) a aktivuji DC prezentact antigenu. D — Neutrofily
spolu s DC aktivuji NK buiiky. (Mécsai, 2013).

Aktivovany neutrofil na misté zanétu mize vytvaret mnozstvi subpopulaci s riiznymi
funkcemi. Tyto subpopulace nebyly vSechny jesté fadné prozkoumany, ale Tsuda a kol. (2004)
ve své praci popisuje, ze po infikaci na antibiotika rezistentnim kmenem Staphylococcus

aureus tvorily mysi neutrofily dvé subpopulace PMN-1 a PMN-2, které se lisily v produkci
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cytokind, schopnosti aktivovat makrofagy, expresi TLR i n¢kterych povrchovych molekul.
Subpopulace PMN-1 produkuje IL-12, aktivuje makrofagy klasicky a exprimuje TLR2, TLR4,
TLR5 ¢i TLRS8, zatimco subpopulace PMN-2 produkuje IL-10, makrofagy aktivuje
alternativné a exprimuje TLR2, TLR4, TLR7 a TLR9 (Tsuda et al., 2004).

Neutrofily hraji dulezitou roli i v ukonceni zanétlivé reakce. Pomoci produkce lipoxinu
A4 behem zavérecné faze zanétlivé reakce zastavuji migraci dalSich neutrofili do mista
zanétu; K ukonceni chemotaxe a migrace do mista zanétu slouzi také resolviny jako je napf.
resolvin E1, resolvin E2 ¢i resolvin D1 a resolvin D2 (Serhan et al., 2008). Dalsim tkolem
neutrofili je blokovani a degradace zanétlivych cytokini (Ariel et al., 2006). Nakonec

neutrofily na svém povrchu exprimuji tzv. eat-me signaly, které maji za nasledek fagocytézu

-----

(Bystrom et al., 2008).

Ackoliv je neutrofil vétSinou povazovan za imunitni buiiku, ktera mé (i vzhledem ke své
kratké Zivotnosti) za kol pouze doputovat do mista zanétu, odstranit patogen a poté je
fagocytovana makrofagem, posledni dobou je ¢im dél vice ziejmé, Ze neutrofily mohou tvofit
velké mnozstvi subpopulaci s rtiznorodymi funkcemi — od produkce cytokind pies

imunologickou pamét’ az po ptsobeni v fad¢ zanétlivych onemocnéni (shrnuto Rosales, 2018).

1.2 KIisté

Klisté je témét celosvétove rozsifeny hematofagni ektoparazit. Parazituje na savcich,
ptacich, plazich i obojzivelnicich a pfedstavuje tak vyznamného pienasece Sirokého spektra
patogent. V soucasné dob¢ jsou klist'ata fazena do taxonomické podtiidy rozto¢u (Acari), fadu

klistatovci (Ixodida) a do n&j spadajicich tii ¢eledi: Ixodidae, Argasidae a Nuttallielidae.

Do celedi Ixodidae spada 702 druhi rozdélenych do 14 rodi. Kvili jejich typickému
znaku - tvrdému hibetnimu $titku (scutum) - jsou nazyvana jako tzv. ,,tvrda klistata* (Horak,
2003). Do celedi Argasidae patii 193 druht, ale jejich rozdéleni do rodu je zatim
nejednoznacné (Horak et al., 2003). Klist'ata z ¢eledi Argasidae nemaji tvrdy hibetni Stitek
a jsou proto nazyvana ,,mekka klistata®. Kromé tohoto znaku se ,,tvrda*™ a ,,mékka‘ klist'ata
lisi také zplisobem Zzivota. Zatimco ,,mekka“ klistata saji v kazdém vyvojovém stadiu
nekolikrat a pouze kratce (po dobu né€kolika hodin), ,,tvrda* klist'ata saji vétSinou v kazdém

vyvojovém stadiu pouze jednou, ale po dobu nékolika dnti az tydnt (Sonenshine and Roe,
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2014). Posledni celed tadu Ixodida nese nazev Nuttallielidae a patii do ni jediny zastupce
Nuttalliela namaqua, ktery saje pfevazné na plazech, vykazuje znaky obou vys$e zminénych skupin

a je povazovan za jejich predchidce (Mans et al., 2011b).

Pro efektivni prisati klist¢ nejdiive narusi tkan hostitele, do rany zanofi hypostom
anasledn¢ se u klistat rodu celedi Ixodidae kolem hypostomu tvofi tzv. cement, ktery
usnadiiuje pevné piichyceni klistéte v rané. Zastupci Celedi Argasidae cement netvoii
a spoléhaji na hluboky prinik hypostomu do tkané. (Sonenshine and Roe, 2014). V ran¢ kolem

hypostomu se tvoii tzv. feeding pool z nahromadéné krve.

Prestoze krev-sajicich parazitl je velké mnozstvi, klisté mezi nimi piedstavuje unikatni
skupinu, jelikoz na rozdil od ostatnich hematofagl zlstava prisato i nékolik dni az tydna
(zastupci skupiny ,,tvrdych klistat™). Takto dlouhy kontakt s hostitelem vystavuje klisté
obrannym imunitnim mechanismim hostitele, se kterymi se musi vyrovnat. Za timto ucelem
je klisté schopné produkovat celou fadu latek jako jsou lipidy, peptidy i velké proteiny, které
dopravuje do téla hostitele po celou dobu pfisati ve formé slin (Anderson and Valenzuela,
2008).

1.3 Klistéci sliny

Klistéci sliny se tvoti ve slinnych Zlazach, které jsou umistény anterolateralné v stni
oblasti. Zlalacku (alveold) slinnych Zlaz jsou sliny odvadény pomoci slinnych vyvodi

do salivaria umisténého mezi chelicerami a hypostomem.

Alveoly slinnych zl4z mizeme rozdé€lit na agranularni (typ 1) a granularni (typ II, III
alV). Typ I je spojovan s osmoregulaci, zbylé typy jsou zodpoveédné za sekreci proteint Se

Sirokou Skalou funkci a transport vody (Sauer et al., 1995).

1.3.1 Osmoticka rovnovaha a exkrece vody

Dlouhou dobu byla povazovana za hlavni funkei klistécich slin osmoregulace. Dospéla
samice zvétsi béhem sani svlij objem az stokrat, coz ma za nésledek 1 zna¢nou zménu iontové
rovnovahy (Sauer et al. 1995). Stim se kli§t¢ vyrovnavd za pomoci slin, jejichz
prostiednictvim vylucuje zpét do téla hostitele prebyte¢nou vodu i ionty (Kaufman et al.,
1980). Pokud klisté neni pfisato na svém hostiteli, slinné zlazy produkuji hyperosmotickou
tekutinu, ktera pomaha vstiebavat vzdusnou vlhkost a umoznuje klistéti prekonat dlouha

obdobi bez pfistupu k vod¢€. (Sonnenshine and Roe, 2013).
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1.3.2 Anti-hemostatické latky

Naruseni tkané hostitele ma za nasledek spusSténi hemostatickych procesi —
vasokonstrikce, hemokoagulace a agregace krevnich desti¢ek. Tyto mechanismy zabranuji
nadbyte¢nym ztratdm krve pfi poranéni, ale pro krev-sajici parazity piedstavuji piekazku, se
kterou se musi vyrovnat. V kli§técich slinach jsou za timto ucelem ptitomny molekuly
inhibujici koagulacni kaskadu, zabranujici agregaci krevnich desticek a zplsobujici
vasodilataci. Jako piiklad takové latky bychom mohli uvést prostaglandiny, které maji jak
antiagregacni, tak vasodilata¢ni ucinek (Sauer et al., 2000). Podrobny souhrn latek
ovliviiujicich hemostazu poskytuje mnoho praci napf. Kazimirova a Stibraniova, 2013;

Chmelaf a kol., 2012; Mans, 2011a; Valenzuela, 2004.

1.3.3 Imunomodulaéni latky

Jiz zacatkem 80. let 20. stoleti bylo odhaleno, Ze proteiny produkované v kliStécich
slinach jsou schopné vézat histamin a tim omezit vyvoj zanétlivé odpovédi v misté pristati
klistéte (Paine et al., 1983). Od té doby bylo objeveno a popséano Siroké spektrum dalSich latek

v 7

ovliviyjicich vyvoj zanétu. Na obrazku 3 je schematicky znazornéno ptisobeni klistécich slin

na rizné slozky imunitniho systému.
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Obr. 3: Pusobeni slozek klistécich slin na imunitni systém hostitele (Hovius, 2009).

13



Piisobeni Kkli§técich slin na komplement

Komplement je skupina sérovych proteind, které predstavuji dilezitou slozku ptirozené
imunity. Jeho dil¢i molekuly maji vliv na vyvoj zanétu, opsonizaci, i vyslednou lyzu patogenu.
Nunn a kol. (2005) ve své praci popisuje, ze protein ptitomny v SGE (salivary gland extract)
z klistéte Ornithodoros moubata zabraniuje aktivaci komplementu klasickou i alternativni
cestou ovliviiovanim aktivace C5 konvertazy. U Ixodes scapularis byly odhaleny dva proteiny
inhibujici C3 konvertazu alternativni cesty komplementu — ISAC (Ixodes scapularis
anticomplement protein) a Salp 20 (Tyson et al., 2007; Hourcade, 2016). Salp20 vaze
properdin, ktery je zodpovédny za stabilitu C3 kovertazy. Jejich obdoby IRAC | (Ixodes
ricinus anticomplement protein), IRAC Il a IXAC-B1-5 (Ixodes family anticomplement

protein) existuji i u klistéte Ixodes ricinus (Lawrie et al., 1999).

Vyznamnou soucasti zanétlivé reakce je migrace bunék do mista zanétu. Tyto bunky
(neutrofily, makrofagy, dendritické buniky, NK-bunky, ale i T- a B- lymfocyty) pak produku;ji
cytokiny, ¢imzZ na misto infekce ptivadéji dalsi efektory a spoustéji tak kaskadovitou reakci.
Klisté je pomoci latek obsazenych ve slinach schopno tuto odpovéd’ zna¢né modulovat. VIiv
klistécich slin (respektive SGE) byl prokazan v in vitro pokusech na slozky adaptivni
| pfirozené imunity, tedy na makrofagy, granulocyty, NK buriky a T- i B-lymfocyty a podrobné
popsan ve velkém mnozstvi praci (napi. Mjeri et al., 2002; Schoeler et al., 2000). Nize se opét

budeme vénovat podrobnéji piisobeni klistécich slin na makrofagy a neutrofily.

Pisobeni klistécich slin na makrofagy

Kramer a kol. (2011) prokazal, ze sliny z klistéte Dermacentor variabilis stimuluji
makrofagovou linii IC-21 k produkci Th-2 cytokinu IL-4 a IL-10, ovliviiuji jejich migraci

a dale snizuji schopnost fagocytozy.

Sliny z klistéte Ixodes ricinus zvysuji produkci makrofagového zanétlivého proteinu
MIP2 (macrophage inflammatory protein 2) a MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1),
ktery v zavérecné fazi sani klistéte miZze stimulovat uvolnéni histaminu a tim zvysit prokrveni

mista ptisati klistéte (Langhansova et al., 2015).

V praci Kyckové a Kopeckého (2006) bylo prokazano snizeni produkce prozanétlivého
cytokinu TNFo a také snizena schopnost fagocytozy spirochét Borrelia afzelii mysimi
makrofagy po pusobeni slin i SGE z klistéte Ixodes ricinus. V té samé praci autofi uvadi, ze

zatimco pusobeni SGE zvysilo produkci NO mysimi makrofagy, sliny mély opacny efekt.
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Po piasobeni PGE2 (prostaglandin E2) ze slin klistéte Dermacentor variabilis
na makrofagovou linii IC-21 bylo prokdzano potlaceni produkce prozénétlivych cytokint

a také migrace fibroblastti do mista zanétu, ¢imz dochazi ke zhorSenému zhojeni tkané (Poole,

2013).

SGE z klistéte Rhipicephalus microplus ovliviiuje expresi kostimula¢nich molekul
(CD40, CD80, CD86) na buiikkach mysi makrofagové linie RAW 264.7 po stimulaci LPS
(lipopolysacharid) (Brake et al., 2010). Po zopakovani téhoz pokusu na makrofazich skotu
aktivovanych LPS dosli Brake a kol. (2012) k podobnym vysledkiim — SGE moduloval expresi
CD80, CD69 i CD86 a zaroven snizoval produkci IL-12 a tim i TNFa a IFNy, coz koreluje
S potlacenim imunitni odpovédi typu Thl. Obrazek 4 schematicky znazoriiuje ptisobeni slin

a SGE na ¢innost makrofagu.
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Obr. 4: Viiv kilistécich slin a SGE na makrofigy. Cervené linie oznacuji inhibici, zelené

pozitivni Vliv (Kotdl et al., 2015).

Pusobeni kliStécich slin na neutrofily

O piisobeni klistécich slin na neutrofilni granulocyty toho zatim neni znamo tolik jako
o interakci klistécich slin s makrofagy. Nicméné jiz v r. 1990 Ribeiro a kol. ve své praci

popisuje, Ze pusobenim slin klistéte Ixodes dammini dochazelo ke snizené degranulaci
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a infiltraci neutrofild do mista sani klistéte a zarovenn byla sniZena schopnost neutrofil

fagocytovat spirochéty Borrelia burgdorferi.
Migraci granulocytli do mista zdnétu snizuje Evasin-1 (Déruaz et al., 2008).

Proteiny ze slin klistéte Ixodes scapularis ovliviiuji migraci PMN
(polymorfonuklearnich leukocytl) do mista sani klistéte a jejich pisobeni ma za nasledek veétsi
ptezivani spirochét Borrelia burgdorferi v misté zanétu (Guo et al., 2009). Sliny ze stejného
klistéte také inhibuji produkci P2-integrinu, ¢imz snizuji adhezi PMN k povrchu a tim

I schopnost vazat spirochéty Borrelia burgdorferi (Montgomery et al., 2004).

Na migraci neutrofild do mista zanétu pusobi pomoci Evasinu-3 také sliny i SGE
z klistat Rhipicephalus sanguieus, Ambylomma variegatum a Dermacentor reticulatus tak, ze
reguluji produkci chemoatraktantit CXCL-8 (IL-8) a CXCL-1 (Vancova et al., 2010). Kromé&
toho sliny z klistat Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus appendiculatus i Ambyloma
variegatum zabranuji vazbé IL-8 na jeho receptor a tim omezuji i aktivaci neutrofild

(Kocékova et al., 2003).

Sliny z klistéte Ixodes ricinus statisticky vyznamné snizuji produkci reaktivnich
forem kysliku, ptekvapivé ale nebyl potvrzen vliv slin na tvorbu NETS

(Menten-Dedoyart et al., 2012).

1.3.4 Pienos patogenii

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, prestoze piisati klistéte vyvola v hostiteli
okamzitou zanétlivou odpoved’, kliste je schopno vylucovat do slin velké mnozstvi latek, jimiz
tuto odpovéd’ moduluje ve sviij prospéch. Okamziku oslabené imunity hostitele vyuziva
nékolik patogend, které jsou pfenaseny spolu s klistécimi slinami. Tento jev je nazyvan SAT
(saliva - activated / assisted transmission) a umoziuje patogentim snadnéjsi infikaci hostitele
(Nuttall and Labuda, 2004). SAT byl poprvé objeven u pienosu Thogoto viru (Jones et al.,
1989) a od té doby byl potvrzen i u viru klistové encefalitidy (Labuda et al., 1993), bakterie
Borrelia burgdorferi (Zeidner et al., 2002) a nékolika dalsich patogent véetné téch, které jsou

pfenaseny jinymi vektory.

Nejvice prozkoumanym proteinem Ucastnicim se SAT je Salpl5. Tento protein je
za normalnich okolnosti produkovan klistétem Ixodes scapularis za ticelem inhibice CD4+

T-lymfocytd (Anguita et al., 2002). Spirochéty Borrelia burgdorferi jsou schopny se
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na Salpl5 vazat prostiednictvim proteinu OspC (outer surface protein) piitomného
na povrchu bunky a tim si zajistit ochranu pted imunitnim systémem hostitele (Ramamoorthi
et al., 2005). Salp15 kromé toho inhibuje aktivaci dendritickych bun¢k (Hovius et al., 2007a).
Dale bylo prokazano pusobeni Salpl5 na zanétlivou odpovéd keratinocytt, produkci
chemokint (IL-8, MCP-1) a antimikrobidlnich peptidd (Marchal et al., 2010). U klistéte
Ixodes ricinus byl objeven homolog Salp15 nazvany Salp15-Iric-1, jehoz G¢inky na pienos
Borrelia burgdorferi jsou shodné jako u Salp15 a je schopen se vazat na OspC Borrelia afzelii
i B. garnii, ale tyto dva druhy spirochét nejsou Salpl5-Iric-1 chranény proti protilatkové
imunité (Hovius et al., 2008b).

Dai a kol. (2009) ve své praci zkoumal u¢inek imunizace klistat pomoci Salpl5.
Vysledkem byl snizeny ptenos patogenu Borrelia burgorferi na hostitele i ptesto, Ze kvalita
a délka sani klistéte ovlivnéna nebyla. Tento objev nastifiuje smér, kterym by se mohl vydat

dalsi vyzkum v oblasti o¢kovani proti klistaty pfendSenym vektortim.

Klisté Ixodes ricinus vylucuje ve svych slinach mimo jiné i inhibitory cysteinovych
protedz sialostatin L a sialostatin L2. Sialostatin L ma imunosupresivni a protizanétlivy ucinek
na hostitelsky organismus, pravdépodobné diky inhibici katepsinu S. Silaostatin L2 také
ovlivituje aktivitu intracelularnich i extracelularnich katepsini a tim Uspé&Snost sani klistéte
(Kotsyfakis et al., 2007). Kromé toho bylo u sialostatinu L2 prok4zéno pusobeni na pfenos
spirochéty Borrelia burgdorferi do téla hostitele. Pfi injikaci spirochét do té€la mysi soucasné
se sialostatinem L2 bylo po 4 dnech pozorovano az Sestinasobné zvyseni poctu spirochét oproti
kontrole (Kotsyfakis et al., 2010). Na rozdil od Salp 15 se ale sialostatin L2 nevaze piimo
na spirochéty a nema vliv ani na jejich proliferaci in vitro, takze jeho plsobeni bude nejspis

zalozeno na jiném principu (Kotsyfakis et al., 2010).

Protein Salp25D patiici mezi peroxiredoxiny napomaha ptenosu spirochét Borrelia
z hostitele do traviciho traktu klistéte (Narasimhan et al., 2007a). Ve stejné praci autofi
prokazali schopnosti Salp25D eliminovat kyslikové radikaly produkované neutrofily a tim
zvySovat pieziti spirochét v hostitelském organismu a jejich nésledny ptenos do téla vektora.
Po blokaci Salp25D byl pienos spirochét z nakazené mysi na klisté dramaticky snizen, ale

ptenos spirochét z klistéte do téla hostitele ovlivnén nebyl (Narasimhan et al., 2007a).

Dalsi latkou ze slin klistéte Ixodes scapularis ovliviujici pfenos patogenu do téla

hostitele je tHRF (tick histamine release factor). Jeho produkce je vyrazné zvysena u klistat
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infikovanych Borrelia burgdorferi a ovliviwyje kvalitu sani klistéte a prenos patogenu do téla
hostitele (Dai et al., 2010). Autofi v praci také navrhuji, ze blokovani tHRF by mohlo byt

uspesnou vakcinou proti klist'aty pfenaSenym patogentim.

Ve slinach klistéte Ixodes scapularis byl nalezen protein TSLPI (tick salivary lectin
pathway inhibitor), ktery ovliviiuje lektinovou cestu aktivace komplementu, ¢imz snizuje
chemotaxi a fagocytozu neutrofilii, coz ma za nasledek zvysené piezivani Borrelia burgdorferi

v hostiteli i v travicim traktu klistéte (Schuijt et al., 2011a).

Zatim provedené vyzkumy naznacuji, ze prubéh SAT a obsah zucastnénych latek se
odliuje u riznych druhl patogent i vektort a zfejmé zavisi 1 na druhu hostitele (Nuttall and
Labuda, 2004). Podobné se méni zastoupeni imunomodula¢nich latek ve slinach v prub&hu

sani (Tirloni et al., 2014).
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2 Cile prace

e Piiprava histologickych fezii mysi klize a seznameni se s jeji strukturou.

e Histologické barveni fezti mysi kiize Malloryho trichromem a hematoxylinem-

eosinem.
e Imunohistochemicka detekce neutrofilti a makrofagi.
¢ Indukce zanétu intradermalni injekei borelii a analyza slozeni zdnétlivého infiltratu.

e Studium vlivu kliStécich slin na vyvoj zanétu, zejména na mnoZzstvi neutrofil

a makrofagl v zanétlivé tkani.
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3 Material a metody

3.1 Laboratorni zvirata

Pouzity mysi kmen CS57BL/6N, samice ve stafi cca 6 tydnd, od Charles River
Laboratories. Jedinci byli chovani ve sterilnich boxech za neomezeného piistupu ke sterilni
pitné vodé a krmivu ve form¢ suchych pelet. V mistnosti byla zajisténa konstantni teplota
22 °C, relativni vlhkost 65 % a fotoperioda 12/12 hodin.

3.2 Boreliovy kmen

Spirochéty Borrelia afzelii uchovavané v glycerolu pii -72 °C. Po oziveni byly
spirochéty kultivovany v BSK-H mediu (Sigma Aldrich, USA) s ptidavkem 1 % antibiotik
(100 pl amphotericinu + 8 ml phosphomycinu + 1,9 ml rifampicin; v§e Sigma Aldrich, USA)

V termostatu pti 34 °C.

3.3 Kiistéci sliny

Sliny byly ziskany z dospélych samic klistéte Ixodes ricinus. Klistata byla nachytana
ve volné pfirodé metodou tzv. vlajkovani a poté sila na morceti po dobu 6 dni. Nasati jedinci
byli o¢isténi a pripevnéni oboustrannou lepici paskou na podlozni sklicko a na hypostom
a jednu z palp jim byla nasazena sklenéna kapilara, ktera byla zafixovana pomoci plasteliny.
Na hibetni ¢ast byly kazdému klistéti kapnuty 2 pul 5 % roztoku pilokarpinu (Sigma Aldrich,
USA) v 95 % etanolu a poté byla klist'ata ponechana ve vlhké komirce v termoboxu pti 37 °C
a5 % CO2 po dobu 1,5-2 hodiny. Vyprodukované sliny byly sesbirany z kapilar, sterilizovany
filtraci pies filtr (0,22 um; Merc Millipore) a ulozZeny pii teploté -70 °C.

Obsah proteinti ve slinach byl zméfen pomoci Bradfordovy metody stanoveni

koncentrace proteint (Bradford, 1976).

3.4 Priprava vzorki pro histologické zpracovani

Z testovanych mys$i 1 z mysi, u nichZ byl indukovan zanét (viz niZe) byla po usmrceni
mysi odebrana kiize a okamzité vlozena do fixa¢niho roztoku. V pilotnich experimentech bylo
vyzkousno né€kolik postupti s riznymi fixazemi a riznou dobou fixace. Pouzivali jsme BHS
(roztok Bouin-Hollande bez kyseliny octové, ale s 10 % pridavkem chloridu rtutnatého),
4 % PFA (paraformaldehyd) a 10 % NBF (50 ml 37 % formaldehydu, 450 ml destilované
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vody, 3,25 g hydrogen fosforecnanu sodného (Na:HPOs), 2 g dihydrogen fosfore¢nanu
sodného (NaH2PO4)).

U BHS byly vzorky fixovany pies noc pii 4 °C, u4 % PFA a 10 % NBF po dobu 2,5 hod
pii laboratorni teplot¢ nebo pies noc pii 4°C. Po odstranéni fixaéniho roztoku
nekolikandasobnym promytim v 70 % etanolu pro BHS a fosfatovym pufrem (PBS) pro PFA
a NBF fixace, byla tkan odvodnéna vzestupnou etanolovou fadou (70 %, 95 %, 100 %), omyta
v chloroformu a zalita do paraplastu. Na mikrotomu byly zhotoveny paraplastové fezy
o0 tloust’ce 7 um. Zhotovené preparaty byly odparafinovany a rehydratovany sestupnou
alkoholovou fadou. Na fezy fixované v BHS byl dale pouzit Lugoluv roztok nasledovany
7,5 % roztokem thiosiranu sodné¢ho, kvuli odstranéni ptipadnych zbytkd tézkych kovi
ve tkani. Dale byly vSechny vzorky omyty destilovanou vodou a fosfatovym pufrem
s piidavkem 0,3 % Tween 20 (PBS-Tw). Takto pfipravené preparaty byly but pouzity
pro histologické barveni nebo pro imunohistochemickou detekci antigent specifickych

pro neutrofily a makrofagy.

3.5 Histologické barveni Malloryho trichromem

Barveni Malloryho trichromem bylo provedeno pomoci kitu Trichrome Stain (Masson)
Kit (Sigma Aldrich, USA). Rezy byly barveny 3 min v kyselém fuchsinu, 5 min v kyseliné
fosfomolybdenové a 1 min v modrém anilinu. Mezi jednotlivymi barvami byla sklicka fadné
vymyta v destilované vodé (3 x 1 min). Dale byly preparaty odvodnény alkoholovou fadou
a xylenem, zality do zalévaciho média DPX Mountant (Sigma Aldrich, USA). Obrazova
dokumentace byla zhotovena na mikroskopu Axioplan 2 (Zeiss) vybaveném CCD kamerou
DP73 (Olympus).

3.6 Histologické barveni hematoxylem a eosinem

Sklicka byla barvena po dobu 10 min v hematoxylinu, poté¢ promyta 3 x 1 min
Vv destilované vodé a nasledné barvena 3 min eosinem, odvodnéna alkoholovou fadou a zalita
do DPX Mountant media. Obrazova dokumentace byla zhotovena na mikroskopu Axioplan 2
(Zeiss) vybaveném CCD kamerou DP73 (Olympus).
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3.7 Aplikace protilatek

Vzorky kiize byly fixovany, zality do parafinu, nakrajeny a odvodnény stejnym
postupem, jako bylo popsdno v kapitole 3.5. Pro blokovani nespecifickych vazeb byly fezy
inkubovany s 5 % roztokem koziho séra v PBS-Tw po dobu 30 min pii laboratorni teploté.
Nasledna inkubace s primarni protilatkou fedénou v blokovacim roztoku (5 % koziho séra
v PBS-Tw) probihala pies noc ve 4 °C. K detekci neutrofili byla pouzita protilatka
Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700 v fedéni 1:100 (Thermo Fisher Scientific, USA).
Makrofagy byly detekovany pomoci F4/80 Monoclonal Antibody (BMS8) v fedéni 1:50
(Thermo Fisher Scientific, USA). Nasledné byla sklicka nékolikrat fadné proplachnuta
v PBS-Tw a inkubovana se sekundarni protilatkou Goat anti-Rat IgG (H+L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, Alexa Fluor 647 (Life Technologies) fedénou 1:500 v blokovacim
roztoku pies noc pii 4 °C. Vzorky byly nasledné promyty v PBS-Tw, odvodnény alkoholovou
fadou a xylenem a zality do DPX Mountant média. Analyza a dokumentace pozitivniho

signalu byla provedena na konfokalnim mikroskopu Olympus FluoView™ FV1000.

3.8 Indukce zanétu

P&t mysich samic kmene C57Bl starych 6 tydnt bylo rozdéleno do tii skupin:

e Prvni skupinu tvofily dvé mysi, kterym bylo intradermalné injikovano 200 pl
BSK-H media obsahujiciho 107 spirochét Borrelia afzelii.

e Ve druh¢ skuping byly také dvé mysi, intradermélné byla kazdé podana injekce
100 ul BSK-H media s 107 spirochét Borrelia afzelii a 100 pl klistécich slin
s obsahem proteinu 400 pg/ml.

e Ve tfeti kontrolni skupin€ byla jen jedna myS, které bylo intradermalné

injikovano pouze 200 ul BSK-H media.

Po ¢tyfech hodinach byly zlomenim vazu zabity dvé mysi — jedna z kazdé infikované
skupiny. Okamzité byly odebrany a fixovany vzorky kiize. Tyto vzorky byly zpracovany

na identifikaci neutrofila.

Zbylé dv¢ infikované mysi a kontrolni mys byly zabity po 72 hod. Vzorky kiize byly
taktéZz okamzit¢ odebrany a fixovany. Tyto vzorky byly zpracovany pro identifikaci

makrofagl v misté zdnétu.
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3.9 Poditani bunék

Pocet neutrofili a makrofagl, které infiltrovaly misto zanétu byl zjistén manualnim
pocitanim imunopozitivnich bunék v programu ImageJ. Kombinaci rizného slozeni injikatu

a detekci dvou druhti imunitnich bun¢k jsme dostali Sest skupin:

Injikovany borelie + detekovany neutrofily

Injikovéany borelie a sliny + detekovany neutrofily

Kontrolni skupina — injikovano medium + detekovany neutrofily
Injikovany borelie + detekovany makrofagy

Injikovany borelie a sliny + detekovany makrofagy

Kontrolni skupina — injikovano medium + detekovany makrofagy

Pozitivni signal byl kvantifikovan tak, ze z jednotlivych typi zhotovenych preparati
byla ndhodné vybrana tii sklicka, z kazdého sklicka tii fezy a na kazdém fezu byly vybrany
3 ¢tverce z nejspodnéjsi oblasti hypodermis (pod svalovou vrstvou) o velikosti 200 x 200
pixeli. Celkem bylo v kazdé skupiné spocitano 27 ¢tvercti. U kontrolnich preparati nebyl
pozitivni signal kvantifikovan, ale byl hodnocen pouze vizualn€. Vysledné pocty byly

statisticky vyhodnoceny Studentovym dvouvybérovym t-testem v programu MS Excel.
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4 Vysledky

4.1 Histologické barveni podle Malloryho a hematoxylinem-eosinem

Cilem tohoto pokusu bylo blizsi seznameni se s histologii mysi kiize a nasledna vizualni
analyza vyvoje zanétu v klzi. Paraplastové fezy kliize o tloustce 7 um byly barveny dvéma
klasickymi histologickymi metodami - Malloryho trichromen a hematoxylinem-eosinem
a prohlizeny pomoci svételného mikroskopu. Na zhotovenych histologickych preparatech
barvenych jak hematoxylinem-eosinem, tak Malloryho trichromem, bylo mozné jasn¢ rozlisit
nasledujici struktury: epidermis, dermis, vrstvu tukovych bunék, svalovou vrstvu, hypodermis
neboli povrchovou fascii, chlupové folikuly, mazové zlazy a imunitni bunky (obr. 5, 7). Byl
také sledovan vliv klistécich slin na pocet infiltrovanych imunitnich bunék do mista zanétu
tak, Zze byl porovnan pocet immunitnich bunék v tukovych vrstvach, svalovych vrstvach
a hypodermis u vzorkt z mysi do kterych byly injikovany samotné borellie nebo borelie spolu
s klistécimi slinami (obr. 6, 7). Ve vzorku bez klistécich slin pozorujeme zvySeni poctu

immunitnich bun€k zejména v tukové a svalové vrstve.
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Mazova 71aza  Chlupovy folikul

Epidermis *

Obr. 5: Rez myst kiizi, ve které byl indukovin zanét pomoct subkutanni injekce 107 spirochét

Borrelia afzelii v 100 ul BSK-H media spolu se 100 ul slin z klistete 1xodes ricinus (obsah

proteinu ve slindach 400 pglml), kize byla odebrana 72 hodin po indukci zanétu, barveno
hematoxylinem a eosinem. Na obrdzku lze vidét epidermis, dermis, svalovou vrstvu,
hypodermis / povrchovou fascii, imunitni buriky, chlupovy folikul, mazovou zldzu — vyznaceno

Sipkami. MéFitko=100 pm.
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Obr. 6: Sledovani viivu klistécich slin na pocet infiltrovanych imunitnich bunék do mista
zanétu na rezech mysi kiizi barvenych hematoxylinem a eosinem, kiize odebrana 4 hodiny
PO indukci zanétu. (A) Zanét indukovan subkutanni injekci spirochét Borrelia afzelii (107
borelii ve 100 ul BSK-H media), spolu se 100 ul slin z klistete Ixodes ricinus (s obsahem
proteinu 400 ug/ml). Mezi svalovymi buitkami a v tukové vrstvé se nachdzi pouze malé
mnozstvi imunitnich bunek. (B) Zanét vyvolany boreliemi bez piisobeni klistecich slin. Imunitni

buriky jsou patrné ve svalové i tukové vrstvé (oznaceno Sipkami). Méritko = 50 um.
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Obr. 7: Porovnani puisobeni klistécich slin na vyvoj zanétlivého infiltratu na rezech mysi kiizi
barvenych Malloryho trichromem, kiize odebrana 4 hodiny po indukci zanétu. (4) zanetlivy
infiltrat vyvolany subkutdanni injekci spirochét Borrelia afzelii (107 spirochét ve 100 ul BSK-H
media) spolu s pusobenim 100 ul slin klistéte 1xodes ricinus (s obsahem proteinu 400 ug/ml).
(B) zanétlivy infiltrat vyvolany subkutdnni injekci borelii bez piisobeni klistécich slin. Sipky

oznacuji imunitni bunky infiltrované do tukové vrstvy kuze. Meéritko = 100 um
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4.2 Imunohistochemicka analyza vlivu KkliStécich slin na infiltraci neutrofild

a makrofagi do mista zanétu

Efektorové builky neutofili a makrofagh byly detekovany pomoci specifickych
protilatek nasmérovanych proti Ly6G (Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D)
v neutrofilech a proti antigenu F4/80 v makrofazich. Protilatka detekujici makrofagy znacila
bunky piedevsim v nejspodnéjsi vrstvé hypodermis tj. ve fasicii pod svalovou vrstvou (obr. 8),
pravdépodobné z toho divodu, Ze borelie byly injikovany subkutanné, a proto probihal
nejvyrazngjs$i zadnét pravé ve spodnich vrstvach kize. Neutrofily byly pomoci specifické
protilatky lokalizovany také v hypodermis, ale v mensi mife byly detekovany i ve svalové
vrstvé kiize mysi infikované boreliemi (obr. 9). Jako kontrolni vzorek byla pouzita tkan z mysi,
které¢ bylo injikovano pouze BSK-H medium a tudiz se nepfedpoklada zvySeny pocet

imunitnich bunék.

Mnozstvi pozitivné znacenych imunitnich bunék bylo studovdno ve vzorcich
ovlivnénych boreliemi a boreliemi spolu s klistécimi slinami. Ve vzorcich, kam spolu
S boreliemi byly vneseny i klistéci sliny dochéazi k signifikantnimu poklesu obou typl
infiltrovanych imunitnich bung¢k (obr. 10). PfestoZe rozdil mezi obéma testovanymi skupinami

byl vyrazny, byla provedena statisticka analyza po¢tu imunoreaktivnich bunék.
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Obr. 8: Imunolokalizace makrofagii v kizi z mysi, které byl vyvolan zdnét subkutanni injekci
spirochét Borrelia afzelii (107 spirochét v 200 ul BSK-H media), tkari byla odebrdna 72 hodin
po indukci zanétu. (A-C) Pohled na hypodermis pii riizném zvétseni. (D) Kontrolni vzorek

Z mysi, které bylo injikovino pouze 200 ul BSK-H media. Méritko = 50 um.
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Obr. 9: Imunolokalizace neutrofilii v kiizi mysi, které bylo subkutanné injikovano 107 spirochét
Borrelia afzelii v 200 ul BSK-H media, tkan byla odebrana 4 hodiny po indukci zdanétu.
(A-C) Pohled na hypodermis pri riizném zvétseni. (D) Kontrolni vzorek mysi, které bylo
injikovano pouze 200 ul media. Meéritko = 50 um.
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Obr.10:  Viiv  klistécich slin  na mnozstvi  imunitnich bunék v misté zdnétu.
(4) Immunodetekce makrofagii ve vzorcich injikovanych boreliemi (107 spirochét Borrelia
afzelii v 200 ul/ BSK-H media). (B) Immunodetekce makrofagii ve vzorcich injikovanych
boreliemi (107 spirochét Borrelia afzelii ve 100 ul BSK-H media) a 100 xl slin z klistéte 1xodes
ricinus s obsahem proteinu 400 ug/ml. (C) Immunodetekce neutrofilii ve vzorcich injikovanych
boreliemi (107 spirochét Borrelia afzelii v 200 u/ BSK-H media). (D) Immunodetekce
neutrofilii ve vzorcich injikovanych boreliemi (107 spirochét Borrelia afzelii ve 100 ul BSK-H
media) a klistecimi slinami (100 ul slin klistéte 1xodes ricinus s obsahem proteinu 400 pg/ml).
U snimkii (A) a (B) byla tkan odebrana 72 hodin po indukci zanétu, u snimkit (C) a (D) byla
odebrana tkan 4 hodiny po indukci zanétu. Meéritko = 50 um.
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4.3 Statistické vyhodnoceni poctu infiltrovanych efektori do mista zanétu

Snimky zanétlivého infiltratu byly vyhodnoceny pocitinim bunék a statistickym
Zpracovanim ziskanych udaji. Z grafu na obrazku 11 a 12 je patrné, ze za piitomnosti
klistécich slin dochazelo k poklesu poctu infiltrovanych makrofagi o 61 % (P < 0,001)
a neutrofilti 0 48 % (P < 0,001).

70 r

M B
[ B+s
60
°
¢ 50
0
£
Q
5 i
$ 40
>
o3
[<T4]
“(0
5 30 b
x
£ |
3 20 | ! X |
g _ 1
10 |

Obr. 11: Porovndni poctu makrofigii V misté zanétu vyvolaném injekci borelii (107 spirochét
Borrelia afzelii ve 100 ul BSK-H media) za pritomnosti 100 ul slin klistéte 1xodes ricinus
s obsahem preoteinu 400 ug/ml (B+S); a v misté zanétu vyvolaném boreliemi (107 spirochét

Borrelia afzelii v 200 ul BSK-H media) bez piisobeni klistécich slin (B) (P <0,001).
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Obr. 12: Pusobeni klistecich slin (100 ul slin klistéte 1xodes ricinus s obsahem proteinu
400 pg/ml) na pocet neutrofilii Vv misté zanétu vyvolaném subkutanni injekci 107 spirochét
Borrelia afzelii ve 100 u/ BSK-H media (B+S); oproti poctu efektorii v mysi kuzi
za pritomnosti pouze borelii (B). (P <0,001).
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5 Diskuze

Cilem literarniho piehledu této diplomové prace bylo seznamit se s mechanismy
zanétlivé reakce a S vlivem klistécich slin na tyto procesy. Z dostupné literatury je ziejmé, ze
(podobn¢ jako u protinadorové imunity) mohou efektorové bunky zastupovat jak
prozanétlivou, tak protizanétlivou roli, tyto fenotypy v zavislosti na signalech z okoli ménit

a vzajemn¢ spolu interagovat a ovlinovat se.

Role neutrofilti ve vyvoji zanétu je nezastupitelna piedevsim v ¢asnych fazich zanétlivé
reakce. Piestoze disponuji Sirokou Skalou zptisobi, jakymi piispivaji k eliminaci patogenu
arozvoji zanétlivé reakce, jsou tyto mechanismy casto nespecifické a mohou zplsobovat
poskozeni vlastni tkdn€, coz muze ustit az ve vyvoj chronického zanétlivého onemocnéni.
Napft. u obezity dochazi k uvolnovani DAMPs z umirajicich bun€k, coZz neustale aktivuje
neutrofily a vznikly chronicky zanét pak mé za nasledek zvysSenou adhezi neutrofilt k cévnimu
endotelu a vaskularni dysfunkce (Van Oostrom et al., 2004). Na druhou stranu, z pokust, kdy
byly neutrofily u téchto chronickych zanétlivych onemocnéni pomoci protilatky odstranény
Z mista zanétu, je patrné, Ze hraji nezastupitelnou roli 1 v ukonceni zanétu a reparaci poskozené
tkanég, jelikoz vysledkem byla zvySend patologie onemocnéni (Kiihl et al., 2007). Kromé
funkei, které byly zminény v uvodu této prace, ptispivaji neutrofily po ukonceni zanétlivé
reakce také k revaskularizaci poSkozené tkané produkci MMP9 (matrix metallopeptidase 9)
(Christoffersson et al., 2012).

Podobné¢ jako neutrofily maji 1 makrofagy ve vyvoji zanétu dvojaké pusobeni. Mohou
zaujimat prozanétlivy i protizanétlivy fenotyp a nasledné produkovanymi cytokiny ovliviiovat
ostatni imunitni buiiky. OdliSnd imunitni odpovéd’ makrofagh muize byt spusténa vazbou
riznych ligandd na FPR (formyl peptide receptor), nebot’ vysledkem reakce je infiltrace mista
zanétu prozanétlivym nebo protizanétlivym fenotypem efektor (Ye et al., 2009). M2
subpopulace makrofagii hraje dulezitou roli ve vyvoji chronickych onemocnéni, fibrozy
i infekei helminty (Akira et al.,, 2013). Nezastupitelny vyznam maji makrofagy také
v ukonceni zanétlivé rekace, kde predevSim odstranuji zbytky poskozenych bunck, mrtvé

efektory 1 jiZ nepotiebné cytokiny.

V z4jmu klistéte jakozto hematofagniho parazita je tlumit zanétlivé projevy organismu
a naopak podporovat protizanétlivé. Z tohoto diivodu plsobi klistéci sliny antihemostaticky,

vasoaktivné, inhibuji komplement a fagocytézu a inaktivuji anafylatoxiny (Brossard
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and Wikel, 2004). Krom¢ ptisobeni na neutrofily a makrofagy maji klistéci sliny nemaly vliv
i na lymfocyty. Vlivem ptisobeni klistécich slin v misté zdnétu dochézi ke snizeni produkce
prozanétlivych cytokinti Th1l subpopulace T-lymfocyta a zvySuje se produkce cytokinti Th2
subpopulace, které maji protizanétlivy ucinek (Schoeler et al.,1999; Mejri et al., 2001).
Za Ucasti prostaglandint pfitomnych ve slinach je omezena i produkce IL-2 a IFNy. In vitro
bylo potvrzeno snizeni proliferace T-lymfocytl po vystaveni bunécné kultury ptisobeni SGE
(Kovar et al., 2001). Protein Salp15 moduluje ptisobeni CD4+ T-lymfocyta, ale také ovliviiuje
sekreci cytokini dendritickymi bunikami (Garg et al., 2006; Hovius et al., 2008a). Plisobenim
SGE z rtiznych druhii klistat byla ovlivnéna i proliferace B-lymfocyti (Rolinkova et al.,
2003). U psu byla prokazatelné snizena produkce protilatek B-lymfocyty pisobenim SGE

z klistéte Riphicephalus sanguineus (Matsumoto et al., 2003).

......

a kol. (2016) ve své praci zmifluje, Ze samotné kliStéci sliny bez pfitomnosti patogenu mohou
vyvolat produkci prozéanétlivych latek fibroblasty. Autofi tento jev vysvétluji tak, Ze
prozanétlivé ucinky maji sliny pravdépodobné hlavné v Casné fazi sani klistéte

potvrzuji i vysledky v jejich praci.

Obsah klistécich slin se zfejmé& neméni jen s dobou sani klistéte, ale zda se, Ze sloZeni
klistecich slin se muze lisit i v ramci rodu Ixodes. Kli¢ové je v tomto piipade, zda klisté pti
sdni tvoifi cement €1 ne. Tvrda klist'ata, tvofici pfi sdni cement, vyvolavaji u hostitele mensi

zanétlivou rekaci nez tvrda klist'ata, ktera cement netvoii (Mihara, 2017).

Imunomodula¢ni Gc€inky kliStécich slin ovliviiuji také ptenos klistaty pienasenych

24

-----

expresi urCitych gent vektora. Napf. interakce spirochéty Borrelia burgdorferi s klistétem
Ixodes ricinus zvysuje expresi klistécich genti pro TROSPA (tick receptor for OspA) a Salp
15, ktery vyznamné napomaha pieziti patogenu v hostiteli (Hovius et al., 2007b). Bylo také
prokazano, ze borelie po prenosu do hostitelské tkdn¢ neopousteji misto sani klistéte az
po dobu n¢kolika dni (Shih et al., 1992), coz potvrzuje, Ze podminky vytvorené plisobenim

klistécich slin napomahaji pfezivani a prenosu bakterie.
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Vyznamnost klistécich slin pro ptenos spirochéty Borrelia burgdorferi se rozhodli
analyzovat Narasimhan a kol. (2007b). Z jejich prace vyplyva, ze pro pienos infekce z klistéte
na hostitele jsou stéZejni proteiny produkované ve slinich béhem prvnich 24 hodin sani
klistéte, jelikoz imunizace kraliki témito proteiny zpusobila vyrazné snizeny pienos bakterie
na hostitele a zkracenou dobu sani klistéte. V praci Chong-Cerrillo a kol. (2001) bylo zjisténo,
ze oproti naivnim kralikim se u imunizovanych jedincl spirochéty Borrelia burdorferi
objevovaly Vv signifikantné mens$im mnozstvi, po 36 hodinach nebyly detekovany vibec
a imunitni odpovéd’ nezahrnovala infiltraci lymfocytl, coz naznacuje, Ze imunitni odpoveéd’
imunizovanych kraliku je protilatkami zprostiedkovana a tcastni se ji pfedevsim neutrofily
a makrofagy. Tyto objevy by mohly do budoucna usnadnit vyvoj vakciny proti lymské

borelioze.

Vzhledem k vyznamné incidenci lymské boreliozy v Evropé, ale i jinde ve svété, by bylo
zapotiebi objevit vhodné latky, které by se daly pouzit pii vakcinaci proti této nemoci. Zatim
nejslibnéji se jevila vakcina proti OspA, kterd velmi dobfe fungovala u mysi, u lidi byla
zavedena na trh, ale zjistilo se, Ze titr protilatek, ktery po ockovani pietrval neni dostatecny
a bylo by nutné ockovaci davky pftili§ casto opakovat, proto byla po ¢tyfech letech stazena
z prodeje (Steere et al., 1998). Mezi ptistupy, které by v budoucnu mohly vést k vyvoji
uspésné vakciny mizeme fadit napf. imunizaci smési boreliovych OMPs (outer membrane
proteins), imunizaci klistécimi proteiny, které by vyvolaly imunitni rekaci v misté sani klistéte
a zpusobily ukonceni sani klistéte nebo imunizaci klistécimi proteiny v kombinaci
s boreliovymi antigeny (shrnuto Schuijt et al., 2011b; Embers and Narasimhan, 2013). Z toho
ditvodu je dileZzité co nejvice prozkoumat a porozumét procestim, které probihaji ve tkani pii

sani klistéte.

Cilem praktické Casti této prace byla analyza zanétlivého infiltratu po indukci zédnétu
spirochétami Borrelia afzelii a nasledné zkoumani vlivu slin z klistéte Ixodes ricinus na pocet
infiltrovanych neutrofili a makrofagh. Aby bylo mozné detekovat zmény v poctu
infiltrovanych buné¢k, byl k indukci zanétu pouzit vysoky pocet spirochét Borrelia afzelii.
Do kazdé mysi bylo vpraveno 107 bakterii ve 200 pl BSK-H media, stejné jako V praci
Severinové a kol. (2005). Podle vzoru této prace byly do mysi kiize vpraveny 1 klistéci sliny —

tedy 100 pl klistécich slin o obsahu proteinu 400 pg/ml.

PrestoZe, jsou klistéci sliny znamé svym silnym imunosupresivnim G¢inkem, nedochéazi

v misté sani klistéte k uplnému potlaceni zanétlivé odpovédi, ale pouze k regulaci jeji miry.
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Na pokusu, ve kterém sala klist'ata Ixodes scapularis na kralicich, to dokazuje Scholl a kol.
(2016). V nasich pokusech jsme potvrdili, Ze toto schéma plati i u vzorkd kize, kde je zanét
vyvolan injek¢né a klistéci sliny nasledné vpraveny také injekéné. U zanétlivé tkan€, na kterou
pusobily klistéci sliny byl patrny silny signal imunitnich bunék detekovanych
imunohistochemicky, zatimco kontrolni vzorky, kam bylo vpraveno pouze medium,

vykazovaly signal minimalni nebo zadny.

zkoumaji napf. Severinova a kol. (2005), v jejiz praci SGE =z klistéte Ixodes ricinus
prokazatelné snizoval pocet infiltrovanych leukocytt a ydT-lymfocytt v epidermis v ¢asnych
fazich infekce bakterii Borrelia afzelii. Také byl snizen celkovy pocet efektord v prilehlych
lymfatickych uzlinach a v pozdé&jsSich fazich zanétu doslo i ke zméné slozeni zanétlivého
infiltratu. Dal$i prace potvrzuje, ze sliny klistéte 1xodes scapularis (publikovano jako Ixodes
dammini) zpasobuji snizenou schopnost fagocytozy borelii neutrofily (Ribeiro et al., 1990).
SGE z klistéte Ixodes ricinus redukuje produkci ROS a RNS makrofagy (Kuthejlova et al.,
2001). Pasobeni klistécich slin pfi sani klistéte na produkci CRAMP (mouse cathelicidin
related antimicrobial peptide) a TNF-a prokazalo jeji vyrazné snizeni oproti situaci, kdy byly
mySim ijikovany jen borelie (Kern et al., 2011). Dilezitou roli ve vyvoji zanétlivé odpoveédi
hraji keratinocyty a fibroblasty, které pfedstavuji prvni obrannou linii po priniku klistéciho
hypostomu do ktize. Vlivu klistécich slin na keratinocyty se vénuje napt. prace Marchal a kol.
(2009). Chemoatratktanty vylucované keratinocyty maji vliv na infiltraci neutrofilt,
makrofagi i T-lymfocytd do mista zan&tu (Pasparakis et al., 2014). Uginkem klistécich slin
mohou lyzovat fibroblasty, coz pomaha klistéti k tvorbé tzv. ,,feeding pit (Schramm et al.,
2012). Vin vitro pokusu byl potvrzen vliv klistécich slin na expresi adheznich molekul
E-selektin, P-selektin, ICAM-1 a VCAM-1 buiikkami endotelové linie (Maxwell et al., 2005).

Protizanétlivé ucinky klistécich slin jsme prokazali i v nasich pokusech, ve kterych doslo
ke snizeni poctu infiltrovanych makrofagi do mista zanétu o 61 % u vzorku, kde dochazelo
k ptisobeni klistécich slin v porovnani se vzorky, kde byl pouze indukovan zanét. V ptipade
neutrofili byl pocet bun¢k snizen o 48 %. V in vitro pokusu Vachiery a kol. (2015) doslo
pusobenim klistécich slin ke snizeni poctu infiltrovanych bunék myeloidni linie 0 50 %, coz
koreluje s nasimi vysledky. Vyrazny vzestup PMN 1 den po infikaci kralikd spirochétami
Borrelia burgdorferi zminuje Chong-Cerrillo a kol. (2001) auvadi, ze vzestup poctu

makrofagii nastal kolem tfetiho dne po infikaci, coz odpovida usporadani naseho pokusu.
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Snizena infiltrace efektort do mista zanétu mize byt zplsobena napt. inhibici
chamoatraktantt, keré jsou zodpovédné za migraci efektord z cirkulace do zanétlivé oblasti.
Klistéci sliny inhibuji alarminy, které slouzi jako chemoatraktanty antigen-prezentujicich
bunék a spousti prozanétlivou odpovéd’ (Marchal et al.,, 2010). IL-6 patii mezi hlavni
chemoatraktanty, kterymi jsou na misto zanétu navadény monocyty (Scheller et al., 2011).
Jeho produkce je vyznamné snizovana klistécimi slinami u zirnych bunék (Bernard et al.,
2017) i makrofagn (Scholl et al., 2016). SniZzena migrace efektort do mista zanétu je pfic¢itana
také evasintim, které jsou piitomné v klistécich slinadch a rovné€z inhibuji chemotaxi efektort
do mista zanétu (Déruaz et al., 2008). Chemotaxe neutrofilli je ovliviiovana i proteinem

vazajicim leukotrien B4 (leukotriene B4-binding protein) (Beaufays et al., 2008).

Imunomodulaéni ucinek nemaji pouze klistéci sliny, ale také borelie. Infekce
spirochétami Borrelia burgdorferi snizuje expresi MHC II molekul (Silberer et al., 2000). Tim
snizuje aktivaci antigen-prezentujicich bun€k a naslednou produkei cytokinti, které se mimo

jiné podili i na infiltraci mista zdnétu imunitnimi butikami.

Migrace imunitnich bunék byla ovlivéna i v nasich pokusech, kde byly vzorky barveny
hematoxylinem-eosinem nebo Malloryho trichromem. Z vysledki je patrné, ze pokud na
zanétlivé misto nepusobily klistéci sliny, dochazelo k migraci bunék do vyssich vrstev klize —
do svalové vrstvy a do tukové vrstvy. Tento jev byl u vzorka, na které plsobily klistéci sliny
pozorovatelny jen v malé mife. Vysvétlenim by mohl byt fakt, Ze bez piisobeni klistécich slin

probihala v hypodermis slingjsi zanétliva rekace a efektorové bunky vykazovaly vice aktivity

a Z toho divodu migrovaly i do vyssich vrstev kiize.

V praci se nam podafilo potvrdit protizanétlivy G¢inek klistécich slin v souvislosti
s poctem infiltrovanych makrofdgii a neutrofili do mista zanétu vyvolaného subkutinni
injekci borelii. Do budoucna by bylo urcité vhodné pokusy s timto uspofadanim zopakovat,
potvrdit nase vysledky a analyzovat také vyvoj zanétu z hlediska lymfocytli a ostatnich

imunitnich bunék.
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e Na histologickych fezech barvenych hematoxylinem a eosinem, popi. Malloryho
trichromem, je patrné, Ze imunitni bunky vice infiltrovaly vyssi vrstvy kaze, pokud

nebylo misto zanétu vystavené pisobeni klistécich slin.

e Piitomnost klistécich slin v misté¢ zanétu vyvolaném boreliemi zpiisobuje statisticky
vyznamny pokles poctu infiltrovanych neutrofili i makrofagti, ¢imz byl potvrzen jejich

protizanétlivy efekt.
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Seznam zkratek

e ATP — adenosin trifosfat

e BHS — Bouin-Hollande solution, roztok Bouin-Hollande

e CAP37 — cationic antimicrobial protein 37, azurocidin, heparine-binding protein

e CCL — C-C motif chemokine ligand

e CCR - C-C motif chemokine receptor

e CD - cluster of differenciation, diferencia¢ni znak

e CRAMP - mouse cathelicidin related antimicrobial peptide

e CXCL - C-X-C motif chemokine ligand

e CXCR - C-X-C motif chemokine receptor

e DAMPs — damage associated molecular patterns, sposkozenim asociované
molekulové vzory, alarminy

¢ DNA — deoxyribonukleova kyselina

e DC —dendritic cells, dendritické bunky

e ECM — extracellular matrix, extracelularni matrix

e FGF —fibroblast growth factor, fibroblastovy ristovy faktor

e G-CSF - granulocte colony-stimulating factor, faktor stimulujici granulocytarni
kolonie

e GM-CSF - granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, faktor stimulujici
granulocytarni a makrofagové kolonie

e ICAM —intercellular adhesion molecule

e IFN - interferon

e |IL - interleukin

e |IRAC - Ixodes ricinus anticomplement protein

e |XAC - Ixodes family anticomplement protein

e Ly6G - Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D

e M-CSF — macrophage colony stimulating factor, faktor stimulujici makrofagové
kolonie

e MCP — moncyte chemoattractant protein

e MIP — macrophage inflammatory protein, makrofagovy zanétlivy protein

e MZB - marginal zone B-lymphocyte, B-lymfocyty marginalni zony

e NADPH - nicotineamide adenine dinucleotide phosphate
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NBF — neutral buffered formalin

NETSs — neutrophil extracellular traps

NK — natural killer cells, ptirozeni zabije¢i, NK-bunky

NLR — Nod-like receptors, Nod-like receptory

NO — oxid dusnaty

OMPs — outer membrane proteins

PAMPs — pathogen associated molecular patterns, s patogeny asociované
molekulové vzory

PBS — phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

PBS-Tw — fosfatovy pufr s ptidavkem 0,3 % Tween 20 (polysorbat 20)

PGE2 — prostaglandin E2

PFA - paraformaldehyd

PMN — polymorphonuclear cells, polymorfonuklearni lymfocyty

PRRs — pattern recognition receptors, receptory rozpoznavajici patogenové vzory
RLR — RIG-I-like receptory

RNS — reactive nitrogen species, reaktivni formy dusiku

ROS — reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

SAT - saliva activated / assisted transmission, slinami aktivovany pienos

SGE - salivary gland extract, extrakt z klistécich slinnych Zlaz

SPMs - specialized proresolving mediators

TGF — transforming growth factor, transformujici rastovy faktor

tHRF - tick histamine release factor

Tl — na T-lymfoctech nezavislé antigeny

TLR — Toll-like receptor

TNF — tumor necrosis factor, faktor nadorové nekrozy

TROSPA — tick receptor for OspA

TSLPI - tick salivary lectin pathway inhibitor

VCAM —vascular cell adhesion molecule, vaskularni adhezni molekula

VEGF — vascular endothelial growth factor, faktor podporujici rast vaskularniho

endotelu
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