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1 Literární přehled 

1.1 Zánět 

Zánět je odpovědí organismu na poškození tkáně, které může být fyzikálního, 

chemického či mechanického původu, nebo může být vyvolán působením infekčních agens. 

Cílem zánětu je lokalizovat místo poškození, zabránit šíření infekce aktivací přirozené 

i adaptivní složky imunitního systému a znovunastolení homeostázy. Výsledkem úspěšného 

rozvoje fyziologického (akutního) zánětu je odstranění příčiny jeho vzniku a reparace 

poškozené tkáně. 

První reakcí organismu v místě zánětu bývá vasodilatace, která zvýší prokrvení 

postiženého místa a tím zjednoduší migraci imunitních buněk do místa zánětu. Zvýšené 

prokrvení má také za následek lokální nárůst teploty (calor), zarudnutí (rubor) a otok (tumor). 

Důsledkem nahromadění kyselých metabolitů v místě zánětu pak dochází ke vzniku lokální 

acidózy, zvýšení osmotického a onkotického tlaku a následně zvýšené bolestivosti místa 

(dolor). Tyto čtyři základní znaky zánětu popsal již v prvním století našeho letopočtu Aurus 

Cornelius Celsus a o dvě století později byly doplněny Claudiem Galénem o pátý znak - 

poruchu funkce (functio laesa). 
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Vznik zánětlivé reakce  

Vývoj zánětu probíhá následujícím způsobem. Látky schopné vyvolat zánět (induktory) 

aktivují senzory, které spustí produkci mediátorů, jejichž pomocí jsou následně aktivovány 

efektory. Induktory zánětu mohou být exo- nebo endogenního původu a dále se dělí na několik 

podskupin (viz obrázek 1).  

Obr. 1: Induktory zánětu a jejich dělení. PAMP – pathogen associated molecular patterns; 

ECM – extracellular matrix (Medzhitov, 2008). 

Mezi exogenní induktory zánětu můžeme řadit mikrobiální PAMPs (patogen associated 

molecular patterns) a virulentní faktory, které jsou taktéž mikrobiálního původu. Na rozdíl 

od PAMPs jsou virulentní faktory specifické pouze pro patogeny. Např. proteázy vylučované 

helminty jsou detekovány bazofily a tím spouštějí zánětlivou reakci. Stejný účinek mohou mít 

i některé proteázy, které se řadí mezi alergeny, což naznačuje určitou nespecifičnost 

bazofilních senzorů (Sokol et al., 2007).  Je důležité zmínit, že exogenní mikrobiální induktory 

mohou pocházet i od symbiotických bakterií. Signální dráhy vedoucí k rozvoji zánětlivé 

reakce jsou v tomto případě blokovány rozličnými mechanismy (Turer et al., 2008).  

Mezi nemikrobiální exogenní induktory zánětu se řadí alergeny, cizí, toxické a dráždivé 

látky (Majno and Joris, 2004).  
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Do endogenních induktorů, které mohou spustit zánětlivou reakci spadají signály 

vylučované z poškozených či stresovaných buněk. Jedná se většinou o látky, které 

se za normálních okolností nacházejí uvnitř buňky a ven se dostanou až poté, co buňka umře 

(u buňky, která umírá apoptózou k uvolnění těchto induktorů ven z buňky nedochází).  

Průběh zánětlivé rekace 

Nejvíce prozkoumaným je zánět způsobený infekčním agens, obzvláště bakteriemi. 

Zánětlivá reakce je tímto podnětem spuštěna tak, že membránové receptory (nejčastěji) 

tkáňových makrofágů rozpoznají epitopy (PAMPs či virulentní faktory) na povrchu patogenu. 

To vede k produkci tzv. mediátorů - cytokinů, chemokinů, vazoaktivních látek či produktů 

proteolytické kaskády. Mediátory pak působí na efektory a způsobují vazodilataci, proudění 

plazmy do místa zánětu a tím infiltraci zánětlivého ložiska efektory z cirkulace (Medzhitov, 

2010). Na místě zánětu jsou pak efektory (neutrofily i makrofágy) aktivovány a účastní se 

zánětlivé reakce jak eliminací patogenů, tak produkcí cytokinů, čímž aktivují další buňky 

imunitního systému. Neutrofily pak mohou degranulovat či produkovat ROS (reactive oxygen 

species). Tyto prostředky ale nemohou být cílené pouze na patogen, a tak způsobují poškození 

i vlastní tkáni (Nathan, 2002).   

Podle induktoru zánětlivé odpovědi se liší i výsledná zánětlivá reakce. Signál, který je 

spuštěn virovým patogenem zahrnuje produkci IFN-α (interferon α) a IFN-β (interferon β) 

nakaženými buňkami, zatímco napadení organismu parasitickými červy vede k produkci  

IL-4, IL-5 a IL-13 (interleukin -4, -5 a -13) žírnými buňkami a bazofily (Medzhitov, 2010).  

Za ideálních okolností je pak patogen zlikvidován a dochází k ukončení zánětlivé reakce 

především za účasti neutrofilů a k reparaci poškozené tkáně makrofágy (viz níže). Pokud se 

nepovedlo patogen odstranit, mění se po nějaké době zánětlivý infiltrát a převažující procento 

neutrofilů je nahrazováno makrofágy a v případě infekce také T-lymfocyty.  

Ukončení zánětu  

Velmi důležitou fází zánětu je jeho ukončení. Podílejí se na něm především buňky 

přirozené imunity. V případě neutrofilů dochází k jejich úmrtí a následnému odklizení 

za pomoci fagocytů. Stejně tak je zapotřebí odstranit i prozánětlivé cytokiny a finálně jsou 

na místo zánětu přiváděny protizánětlivé subtypy makrofágů anebo dochází k přeměně 

prozánětlivého fenotypu makrofágů na protizánětlivý (Tabas and Glass, 2013). Na těchto 
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dějích se podílejí např. IL-10, TGF-β (transforming growth factor β) a lipidové faktory jako 

jsou protektiny, resolviny, maresiny a lipoxiny, které jsou všechny souhrnně nazývány 

specializované pro-resoluční mediátory (specialized proresolving mediators – SPMs) (Serhan, 

2007). K ukončení zánětlivé odpovědi přispívá také komplement, který zvyšuje fagocytickou 

aktivitu efektorů a tím urychluje odklízení apoptotických buněk (Flierman and Daha, 2007; 

Ricklin et al., 2010).  

Regenerace poškozené tkáně  

K následné regeneraci tkáně přispívají makrofágy, a to jejich oba subtypy, M1 i M2. 

Zatímco M2 fenotyp má protizánětlivé působení a slouží tak především k ukončení zánětlivé 

odpovědi, M1 fenotyp se podílí na odstraňování mrtvých buněk a dalších induktorů zánětu 

a produkcí IL-6, TNF-α (tumor necrosis factor α) a IL-1β stimuluje myogenezi  

(Saclier et al., 2013). Obnovu tkáně urychluje také IL-4, který je na místě zánětu produkován 

eozinofily (Heredia et al., 2013). Pomocí regulace produkce růstových faktorů a indukce 

fagocytózy odumřelých buněk se na obnově tkáně podílí i komplement (Ricklin et al., 2010).  

Patologie zánětlivé reakce  

Není-li strategie k odstranění patogenu úspěšná, akutní zánět přechází v chronický a na 

místě se mohou tvořit granulomy a terciální lymfoidní tkáně (Drayton et al., 2006). Kromě 

toho může být chronický zánět způsoben také autoimunními chorobami, přetrvávajícím 

poškozením tkáně, perzistujícími alergeny, nestravitelnými částicemi či endogenními krystaly 

natrium urátu (Majno and Joris, 2004). 

Pokud je imunitní systém při reparaci poškozené tkáně přehnaně aktivovaný, může 

místo regenerace docházet k remodelaci tkáně neboli tkáňové fibróze. K tvorbě tkáňové 

fibrózy přispívá i komplementový systém (Ricklin et al., 2010). Stejně tak se patologické 

reakce účastní i většina ostatních buněk imunitního systému (shrnuto Kulkarni et al., 2016). 

Např. počet neutrofilů je používán jako prognostický marker při remodelaci kardiální tkáně 

(Stramer et al., 2007). 

Poruchy v ukončení zánětlivé reakce přispívají k rozvoji chorob, jako jsou 

ateroskleróza, obezita, některé typy rakoviny, astma, neurodegenerativní onemocnění, 

mnohočetná skleróza či revmatoidní artritida. Některá tato onemocnění se jeví jako chronický 

zánět již od počátku (např. ateroskleróza či obezita), u některých onemocnění můžeme najít 
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akutní i chronický zánět současně (např. revmatoidní artritida, astma, Crohnova choroba atd.). 

U civilizačních onemocnění jako jsou obezita, diabetes druhého typu, neurodegenerativní 

onemocnění nebo rakovina se pak pacient ocitá v začarovaném kruhu, protože např. obezita 

může vést ke vzniku chronického zánětu, který má pak na svědomí diabetes druhého typu 

vytvořením rezistence k inzulinu (Hotamisligil, 2006). Podobné začarované kruhy se 

vyskytují například i u aterosklerózy či rakoviny a jsou tak zodpovědné za přetrvávající zánět.   

V následujících kapitolách se budeme podrobněji věnovat roli makrofágů a neutrofilů 

ve vývoji zánětu.  

1.1.1 Monocyty/makrofágy 

Makrofágy jsou jedním z nejdůležitějších efektorů přirozené imunity. O jejich 

důležitosti svědčí, že jsou přirozeně přítomné téměř ve všech tkáních a můžeme je najít 

u všech obratlovců i u celé řady bezobratlých živočichů (shrnuto Abnave et al., 2017).  

Makrofágy mají svůj původ v progenitorových hemopoetických buňkách kostní dřeně, 

odkud jsou vyplavovány do cirkulace jako monocyty a po aktivaci chemokiny mohou 

prostupovat do tkání. Tento způsob vzniku makrofágů byl dlouhou dobu považován za jediný, 

ale Perdiguero a kol. (2015) prokázal, že některé populace tkáňových makrofágů pocházejí 

z buněk žloutkového váčku. Prekurzory těchto makrofágů vznikají ve tkáních již 

v prenatálním vývoji a jejich populace je obnovována nezávisle na makrofázích z cirkulace. 

Tkáňové makrofágy tvoří celou řadu fenotypově odlišných populací, které podle jejich 

lokalizace rozlišujeme na Kupfferovy buňky (v játrech), mikroglie (v mozku), Langerhansovy 

buňky (v kůži) či alveolární makrofágy (v plicích). Jejich hlavní úlohou je likvidace vlastních 

odumřelých buněk a také představují první obrannou linii v případě proniknutí patogenu nebo 

vzniku poranění. V neposlední řadě se makrofágy významně podílí na vzniku, průběhu ale 

i ukončení zánětlivé reakce.  

Ke změně monocytu na makrofág je zapotřebí působení růstových faktorů GM-CSF 

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) a M-CSF (macrophage 

colony-stimulating factor). Diferencovaný makrofág může být působením dalších cytokinů 

aktivován. V závislosti na typu působících cytokinů pak vznikají dvě odlišné populace 

aktivovaných makrofágů.  
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Subpopulace M1 je také nazývána jako klasicky aktivované makrofágy, jelikož aktivace 

makrofágů pomocí IFNγ byla objevena jako první (Nathan et al., 1983). Takto aktivované 

efektory stimulují vznik imunitní odpovědi typu 1. Mají větší schopnost prezentace antigenu, 

sekretují více prozánětlivých cytokinů (např. TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-18), ROS i RNS 

(reactive nitrogen species) a vykazují zvýšenou komplementem indukovanou schopnost 

fagocytózy (Martinez et al., 2009). Stimulují také T lymfocyty k produkci cytokinů Th1 

skupiny (např. IFN-γ), které aktivují další M1 makrofágy (Nathan, 1987). 

Téměř deset let poté, co byla popsána M1 subpopulace makrofágů, pojmenoval Stein 

a kol. (1992) způsob alternativní aktivace makrofágů pomocí IL-4, čímž ustanovil druhou 

subpopulaci makrofágů - M2 (neboli alternativně aktivované makrofágy), která vyvolává 

imunitní odpověď typu 2, vykazuje sníženou produkci prozánětlivých cytokinů a hraje 

důležitou roli při hojení a obnově poškozené tkáně produkcí profibrotických faktorů jako je 

např. fibronektin. M2 makrofágy jsou také zodpovědné za produkci Th2 cytokinů  

(např. TGF-β, IL-4), které stimulují proliferaci B-lymfocytů a tvorbu protilátek (Jenkins and 

Allen, 2010). Tato subpopulace je více zodpovědná za fagocytózu mrtvých buněk (Yamazaki 

et al., 2008). Fagocytóza nekrotických buněk pak může vyvolat prozánětlivou odpověď (Roos 

et al., 2004), zatímco fagocytóza apoptotických buněk vyvolá zvýšenou produkci IL-10 

makrofágy a sníženou produkci IL-12, čímž zaujmou M2 fenotyp s protizánětlivou odpovědí 

(Filardy et al., 2010).  

Celá problematika subpopulací aktivovaných makrofágů je ale zřejmě mnohem 

složitější. Mosser a Edwards (2008) ve své práci uvádí, že M1 a M2 nejsou ani tak dvě rozdílné 

subpopulace makrofágů, jako spíše dva krajní fenotypy, mezi nimiž existuje množství dalších 

subpopulací s vlastnostmi podobnými první či druhé skupině a tvořící tak plynulý přechod. 

Výsledná imunitní reakce je pak směsí M1/Th1 i M2/Th2 odpovědí (Murray and Wynn, 2011).  

Roli makrofágů ve vývoji zánětu můžeme rozdělit do čtyř fází: 

1. Poté, co patogen vnikne do organismu, makrofágy jej rozpoznají. K tomuto účelu jim 

slouží celá řada receptorů tzv. PRR (patogen recognition receptors), jejichž 

prostřednictvím rozpoznává PAMPs nebo molekuly vznikající poškozením vlastních 

buněk - DAMPs (damage-associated molecular patterns). Mezi PRR se řadí například 

TLR (Toll-like receptors), NLR (NOD-like receptors), RLR (RIG-I-like receptors) 
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a C-lektinové receptory (Takeuchi and Akira, 2010). Tímto procesem je spuštěna 

prozánětlivá odpověď.  

2. V dalším kroku se zvyšuje počet makrofágů v místě zánětu, a to dvěma způsoby. 

Pomocí CCL2 (C-C motif chemokine ligand) chemoatraktantů jsou do místa zánětu 

přiváděny další makrofágy z cirkulace (Shi and Pamer, 2011) a působením IL-4 se 

zvyšuje proliferace na místě infekce (Jenkins et al., 2011).  

3. Makrofágy na místě zánětu jsou poté diferencovány na M1 či M2 subpopulaci, která 

může produkovat ROS, NO a řadu zánětlivých cytokinů.  

4. Po eliminaci infekce zaujímají makrofágy protizánětlivý fenotyp a účastní se ukončení 

zánětu a následného zhojení poškození (Soehnlein and Lindbom, 2010).  

M1 subpopulace je schopná se změnit na M2 fenotyp a zabraňovat přílišnému 

poškození tkáně pomocí produkce macrophage-derived arginase 1, která snižuje 

produkci IL-12 a ovlivňuje činnost T-reg (regulatory T-lymfocyte) (Herbert et al., 

2010). Na výsledném zhojení tkáně se makrofágy podílí produkcí profibrotických 

faktorů.  

Činnost makrofágů během zánětu ovlivňuje také neutrofily. Pro migraci neutrofilů jsou 

důležité zejména CXCL-1 (C-X-C motif chemokine ligand), CXCL-2, IL-1α a MIP2 

(macrophage inflammatory protein-2) (Barry et al., 2013; Beck-Schimmer et al., 2005; De 

Filippo et al., 2008). Tato buněčná signalizace má za následek příliv neutrofilů do místa zánětu 

a eliminaci patogenů neutrofily. Jelikož neutrofily mají po opuštění krevního řečiště velmi 

krátkou životnost, produkují makrofágy v místě zánětu růstové faktory jako jsou  

GM-CSF, G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) a TNFα, aby jejich životnost 

prodloužily (Takano et al., 2009).  

Makrofágy také podporují angiogenezi produkcí cytokinů a růstových faktorů jako je 

VEGF-A (vascular endothelial growth factor) nebo FGF-2 (fibroblast growth factor), 

u kterých bylo prokázáno synergické působení (Xue and Greisler, 2002).  

1.1.2 Neutrofily 

Patří mezi hlavní složku přirozené imunity a tvoří největší část recirkulujících leukocytů 

(McCracken and Allen, 2014). Účastní se především časné imunitní odpovědi, hrají důležitou 

roli ve vývoji zánětu, ale také při některých chronických chorobách. Jsou schopné zbavit se 

patogenu pomocí degranulace, ale mohou jej i fagocytovat a kromě toho jsou producentem 
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důležitých cytokinů (Scapini et al., 2000). Dalším způsobem, jak mohou neutrofily zlikvidovat 

patogen, jsou NETs (neutrophil extracellular traps), což jsou sítě vláken tvořených především 

z neutrofilové DNA. Dále jsou původcem ROS. Činností membránové NADPH (nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate) oxidázy produkují superoxidový anion (O2
-), který způsobuje 

oxidativní vzplanutí (Nunes et al., 2013). Hrají také důležitou roli v tzv. přirozené imunitní 

paměti, za kterou jsou, na rozdíl od klasické adaptivní imunologické paměti, zodpovědné 

epigenetické změny, nikoliv trvalé změny v genetické informaci jako jsou mutace či 

rekombinace (Logie and Stunnenberg, 2016).  

Neutrofily, stejně jako ostatní krevní buňky, vznikají v kostní dřeni. Odtud jsou 

vyplavovány do cirkulace, kde ale zůstávají jen krátce (zhruba po dobu jednoho dne) 

a následně umírají apoptózou. Tuto krátkou životnost mohou ovlivnit zánětlivé cytokiny 

a prodloužit ji o několik dní (Mantovani et al., 2011). Pokud dostanou neutrofily signály 

z místa zánětu, mohou prostupovat z cirkulace do tkání. První signály jsou většinou DAMPs 

od poškozených nebo nekrotických buněk (Pittman and Kubes, 2013). Tyto DAMP molekuly, 

mezi něž můžeme řadit IL-1α, ATP, histony, DNA a další, působí také jako chemoatraktanty, 

nebo mohou aktivovat okolní tkáně a stimulovat je k produkci dalších cytokinů (Chen and 

Nuñez, 2010). Další chemoatraktanty jsou produkovány např. tkáňovými makrofágy po jejich 

aktivaci (viz výše).  

Jakmile neutrofilní granulocyty doputují do zánětlivého ložiska, účastní se likvidace 

patogenu a produkují chemoatraktanty, jejichž působení má za následek zvýšenou migraci 

monocytů/makrofágů do místa zánětu - např. CAP37/azurocidin a cathepsin G (Chertov et al., 

1997). Další migraci makrofágů do místa zánětu ovlivňují chemokiny CCL2, CCL3, CCL19, 

CCL20 či granulární proteiny, které zároveň zvyšují schopnost makrofágů fagocytovat 

a produkovat cytokiny (Soehnlein et al., 2009). Neutrofily jsou schopny pomocí 

produkovaného CAP37/azurocidinu vyvolat změnu v cytoskeletu endoteliálních buněk a tím 

zvýšit permeabilitu endotelu pro monocyty (Gautam et al., 2001). A v neposlední řadě zvyšují 

expresi adhezních molekul ICAM-1 (intercellular adhesion molecule), VCAM-1 (vascular 

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

Neutrofil, který fagocytoval patogen, může putovat do lymfatických uzlin. K tomuto 

pohybu je zapotřebí, aby buňka exprimovala chemokinové receptory CXCR4 (C-X-C motif 

chemokine receptor) a CCR7 (Beauvillain et al., 2010). V lymfatických uzlinách pak 
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neutrofily pronikají do všech vrstev, aby byly v kontaktu s co největším počtem aktivovaných 

imunitních buněk (Liao and Von der Weid, 2015).  

Poté, co neutrofily splní svou úlohu v místě zánětu, jsou fagocytovány makrofágy či 

dendritickými buňkami, nebo umírají prostřednictvím apoptózy, autofágie či NETózy (proces, 

kdy z mrtvé buňky vznikají NETs) (Iba et al., 2013).  

Všechna působení neutrofilních granulocytů také značně ovlivňují ostatní imunitní 

buňky. Například degranulace neutrofilů slouží především pro eliminaci patogenů, ale 

působením látek z granul jsou neutrofily schopné ovlivnit, jestli okolní makrofágy zaujmou 

M1 nebo M2 fenotyp a tím, jestli jejich imunitní odpověď bude pro- nebo protizánětlivá 

(Hamilton et al., 2014). Nejvíce prozkoumaný cytokin produkovaný neutrofily – IL-8 

ovlivňuje chemotaxi, degranulaci a oxidativní vzplanutí samotných neutrofilů, ale také působí 

chemotakticky na bazofily a T-lymfocyty (Baggiolini, 1998). Interakce s dalšími imunitními 

buňkami jsou znázorněny na obrázku 2.  
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Obr. 2:  Interakce neutrofilů s dalšími imunitními buňkami. A – Neutrofily (PMN) se akumulují v marginální 

zóně sleziny, kde spolu s působením na T-buňkách nezávislých antigenů (TI) podporují tvorbu protilátek a zrání 

B-lymfocytů marginální zóny (MZB). B – Účast neutrofilů v tzv. začarovaném kruhu autoimunních onemocnění, 

kde uvolňováním NETs indukují produkci IFN-α pomocí pDC, což stimuluje B-lymfocyty (B) k produkci 

protilátek. C – PMN přímo prezentují antigen T-lymfocytům (T) a aktivují DC prezentací antigenu. D – Neutrofily 

spolu s DC aktivují NK buňky. (Mócsai, 2013). 

Aktivovaný neutrofil na místě zánětu může vytvářet množství subpopulací s různými 

funkcemi. Tyto subpopulace nebyly všechny ještě řádně prozkoumány, ale Tsuda a kol. (2004) 

ve své práci popisuje, že po infikaci na antibiotika rezistentním kmenem Staphylococcus 

aureus tvořily myší neutrofily dvě subpopulace PMN-1 a PMN-2, které se lišily v produkci 
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cytokinů, schopnosti aktivovat makrofágy, expresi TLR i některých povrchových molekul. 

Subpopulace PMN-1 produkuje IL-12, aktivuje makrofágy klasicky a exprimuje TLR2, TLR4, 

TLR5 či TLR8, zatímco subpopulace PMN-2 produkuje IL-10, makrofágy aktivuje 

alternativně a exprimuje TLR2, TLR4, TLR7 a TLR9 (Tsuda et al., 2004). 

Neutrofily hrají důležitou roli i v ukončení zánětlivé reakce. Pomocí produkce lipoxinu 

A4 během závěrečné fáze zánětlivé reakce zastavují migraci dalších neutrofilů do místa 

zánětu; k ukončení chemotaxe a migrace do místa zánětu slouží také resolviny jako je např. 

resolvin E1, resolvin E2 či resolvin D1 a resolvin D2 (Serhan et al., 2008). Dalším úkolem 

neutrofilů je blokování a degradace zánětlivých cytokinů (Ariel et al., 2006). Nakonec 

neutrofily na svém povrchu exprimují tzv. eat-me signály, které mají za následek fagocytózu 

neutrofilů makrofágy, jejich vývoj v M2 fenotyp a spuštění protizánětlivé reakce  

(Bystrom et al., 2008).  

Ačkoliv je neutrofil většinou považován za imunitní buňku, která má (i vzhledem ke své 

krátké životnosti) za úkol pouze doputovat do místa zánětu, odstranit patogen a poté je 

fagocytována makrofágem, poslední dobou je čím dál více zřejmé, že neutrofily mohou tvořit 

velké množství subpopulací s různorodými funkcemi – od produkce cytokinů přes 

imunologickou paměť až po působení v řadě zánětlivých onemocnění (shrnuto Rosales, 2018).  

1.2 Klíště 

Klíště je téměř celosvětově rozšířený hematofágní ektoparazit. Parazituje na savcích, 

ptácích, plazích i obojživelnících a představuje tak významného přenašeče širokého spektra 

patogenů. V současné době jsou klíšťata řazena do taxonomické podtřídy roztočů (Acari), řádu 

klíšťatovci (Ixodida) a do něj spadajících tří čeledí: Ixodidae, Argasidae a Nuttallielidae.  

Do čeledi Ixodidae spadá 702 druhů rozdělených do 14 rodů. Kvůli jejich typickému 

znaku - tvrdému hřbetnímu štítku (scutum) - jsou nazývána jako tzv. „tvrdá klíšťata“ (Horak, 

2003). Do čeledi Argasidae patří 193 druhů, ale jejich rozdělení do rodů je zatím 

nejednoznačné (Horak et al., 2003). Klíšťata z čeledi Argasidae nemají tvrdý hřbetní štítek 

a jsou proto nazývána „měkká klíšťata“. Kromě tohoto znaku se „tvrdá“ a „měkká“ klíšťata 

liší také způsobem života. Zatímco „měkká“ klíšťata sají v každém vývojovém stádiu 

několikrát a pouze krátce (po dobu několika hodin), „tvrdá“ klíšťata sají většinou v každém 

vývojovém stádiu pouze jednou, ale po dobu několika dnů až týdnů (Sonenshine and Roe, 
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2014). Poslední čeleď řádu Ixodida nese název Nuttallielidae a patří do ní jediný zástupce 

Nuttalliela namaqua, který saje převážně na plazech, vykazuje znaky obou výše zmíněných skupin 

a je považován za jejich předchůdce (Mans et al., 2011b). 

Pro efektivní přisátí klíště nejdříve naruší tkáň hostitele, do rány zanoří hypostom 

a následně se u klíšťat rodu čeledi Ixodidae kolem hypostomu tvoří tzv. cement, který 

usnadňuje pevné přichycení klíštěte v ráně. Zástupci čeledi Argasidae cement netvoří 

a spoléhají na hluboký průnik hypostomu do tkáně. (Sonenshine and Roe, 2014). V ráně kolem 

hypostomu se tvoří tzv. feeding pool z nahromaděné krve. 

Přestože krev-sajících parazitů je velké množství, klíště mezi nimi představuje unikátní 

skupinu, jelikož na rozdíl od ostatních hematofágů zůstává přisáto i několik dní až týdnů 

(zástupci skupiny „tvrdých klíšťat“). Takto dlouhý kontakt s hostitelem vystavuje klíště 

obranným imunitním mechanismům hostitele, se kterými se musí vyrovnat. Za tímto účelem 

je klíště schopné produkovat celou řadu látek jako jsou lipidy, peptidy i velké proteiny, které 

dopravuje do těla hostitele po celou dobu přisátí ve formě slin (Anderson and Valenzuela, 

2008).  

1.3 Klíštěcí sliny 

Klíštěcí sliny se tvoří ve slinných žlázách, které jsou umístěny anterolaterálně v ústní 

oblasti. Z lalůčků (alveolů) slinných žláz jsou sliny odváděny pomocí slinných vývodů 

do salivaria umístěného mezi chelicerami a hypostomem. 

Alveoly slinných žláz můžeme rozdělit na agranulární (typ I) a granulární (typ II, III 

a IV). Typ I je spojován s osmoregulací, zbylé typy jsou zodpovědné za sekreci proteinů se 

širokou škálou funkcí a transport vody (Sauer et al., 1995).  

1.3.1 Osmotická rovnováha a exkrece vody 

Dlouhou dobu byla považována za hlavní funkci klíštěcích slin osmoregulace. Dospělá 

samice zvětší během sání svůj objem až stokrát, což má za následek i značnou změnu iontové 

rovnováhy (Sauer et al. 1995). S tím se klíště vyrovnává za pomoci slin, jejichž 

prostřednictvím vylučuje zpět do těla hostitele přebytečnou vodu i ionty (Kaufman et al., 

1980). Pokud klíště není přisáto na svém hostiteli, slinné žlázy produkují hyperosmotickou 

tekutinu, která pomáhá vstřebávat vzdušnou vlhkost a umožňuje klíštěti překonat dlouhá 

období bez přístupu k vodě. (Sonnenshine and Roe, 2013). 
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1.3.2 Anti-hemostatické látky 

Narušení tkáně hostitele má za následek spuštění hemostatických procesů – 

vasokonstrikce, hemokoagulace a agregace krevních destiček. Tyto mechanismy zabraňují 

nadbytečným ztrátám krve při poranění, ale pro krev-sající parazity představují překážku, se 

kterou se musí vyrovnat. V klíštěcích slinách jsou za tímto účelem přítomny molekuly 

inhibující koagulační kaskádu, zabraňující agregaci krevních destiček a způsobující 

vasodilataci. Jako příklad takové látky bychom mohli uvést prostaglandiny, které mají jak 

antiagregační, tak vasodilatační účinek (Sauer et al., 2000). Podrobný souhrn látek 

ovlivňujících hemostázu poskytuje mnoho prací např. Kazimírová a Štibrániová, 2013; 

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

1.3.3 Imunomodulační látky 

Již začátkem 80. let 20. století bylo odhaleno, že proteiny produkované v klíštěcích 

slinách jsou schopné vázat histamin a tím omezit vývoj zánětlivé odpovědi v místě přistátí 

klíštěte (Paine et al., 1983). Od té doby bylo objeveno a popsáno široké spektrum dalších látek 

ovlivňujících vývoj zánětu. Na obrázku 3 je schematicky znázorněno působení klíštěcích slin 

na různé složky imunitního systému. 

 

Obr. 3: Působení složek klíštěcích slin na imunitní systém hostitele (Hovius, 2009). 
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Působení klíštěcích slin na komplement 

Komplement je skupina sérových proteinů, které představují důležitou složku přirozené 

imunity. Jeho dílčí molekuly mají vliv na vývoj zánětu, opsonizaci, i výslednou lýzu patogenu. 

Nunn a kol. (2005) ve své práci popisuje, že protein přítomný v SGE (salivary gland extract) 

z klíštěte Ornithodoros moubata zabraňuje aktivaci komplementu klasickou i alternativní 

cestou ovlivňováním aktivace C5 konvertázy. U Ixodes scapularis byly odhaleny dva proteiny 

inhibující C3 konvertázu alternativní cesty komplementu – ISAC (Ixodes scapularis 

anticomplement protein) a Salp 20 (Tyson et al., 2007; Hourcade, 2016). Salp20 váže 

properdin, který je zodpovědný za stabilitu C3 kovertázy. Jejich obdoby IRAC I (Ixodes 

ricinus anticomplement protein), IRAC II a IXAC-B1-5 (Ixodes family anticomplement 

protein) existují i u klíštěte Ixodes ricinus (Lawrie et al., 1999). 

Významnou součástí zánětlivé reakce je migrace buněk do místa zánětu. Tyto buňky 

(neutrofily, makrofágy, dendritické buňky, NK-buňky, ale i T- a B- lymfocyty) pak produkují 

cytokiny, čímž na místo infekce přivádějí další efektory a spouštějí tak kaskádovitou reakci. 

Klíště je pomocí látek obsažených ve slinách schopno tuto odpověď značně modulovat. Vliv 

klíštěcích slin (respektive SGE) byl prokázán v in vitro pokusech na složky adaptivní 

i přirozené imunity, tedy na makrofágy, granulocyty, NK buňky a T- i B-lymfocyty a podrobně 

popsán ve velkém množství prací (např. Mjeri et al., 2002; Schoeler et al., 2000). Níže se opět 

budeme věnovat podrobněji působení klíštěcích slin na makrofágy a neutrofily.  

Působení klíštěcích slin na makrofágy 

Kramer a kol. (2011) prokázal, že sliny z klíštěte Dermacentor variabilis stimulují 

makrofágovou linii IC-21 k produkci Th-2 cytokinů IL-4 a IL-10, ovlivňují jejich migraci 

a dále snižují schopnost fagocytózy. 

Sliny z klíštěte Ixodes ricinus zvyšují produkci makrofágového zánětlivého proteinu 

MIP2 (macrophage inflammatory protein 2) a MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), 

který v závěrečné fázi sání klíštěte může stimulovat uvolnění histaminu a tím zvýšit prokrvení 

místa přisátí klíštěte (Langhansová et al., 2015).  

V práci Kýčkové a Kopeckého (2006) bylo prokázáno snížení produkce prozánětlivého 

cytokinu TNFα a také snížená schopnost fagocytózy spirochét Borrelia afzelii myšími 

makrofágy po působení slin i SGE z klíštěte Ixodes ricinus. V té samé práci autoři uvádí, že 

zatímco působení SGE zvýšilo produkci NO myšími makrofágy, sliny měly opačný efekt.  
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Po působení PGE2 (prostaglandin E2) ze slin klíštěte Dermacentor variabilis 

na makrofágovou linii IC-21 bylo prokázáno potlačení produkce prozánětlivých cytokinů 

a také migrace fibroblastů do místa zánětu, čímž dochází ke zhoršenému zhojení tkáně (Poole, 

2013). 

SGE z klíštěte Rhipicephalus microplus ovlivňuje expresi kostimulačních molekul 

(CD40, CD80, CD86) na buňkách myší makrofágové linie RAW 264.7 po stimulaci LPS 

(lipopolysacharid) (Brake et al., 2010). Po zopakování téhož pokusu na makrofázích skotu 

aktivovaných LPS došli Brake a kol. (2012) k podobným výsledkům – SGE moduloval expresi 

CD80, CD69 i CD86 a zároveň snižoval produkci IL-12 a tím i TNFα a IFNγ, což koreluje 

s potlačením imunitní odpovědi typu Th1. Obrázek 4 schematicky znázorňuje působení slin 

a SGE na činnost makrofágů. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Obr. 4: Vliv klíštěcích slin a SGE na makrofágy. Červené linie označují inhibici, zelené 

pozitivní vliv (Kotál et al., 2015). 

Působení klíštěcích slin na neutrofily 

O působení klíštěcích slin na neutrofilní granulocyty toho zatím není známo tolik jako 

o interakci klíštěcích slin s makrofágy. Nicméně již v r. 1990 Ribeiro a kol. ve své práci 

popisuje, že působením slin klíštěte Ixodes dammini docházelo ke snížené degranulaci 
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a infiltraci neutrofilů do místa sání klíštěte a zároveň byla snížena schopnost neutrofilů 

fagocytovat spirochéty Borrelia burgdorferi. 

Migraci granulocytů do místa zánětu snižuje Evasin-1 (Déruaz et al., 2008). 

Proteiny ze slin klíštěte Ixodes scapularis ovlivňují migraci PMN 

(polymorfonukleárních leukocytů) do místa sání klíštěte a jejich působení má za následek větší 

přežívání spirochét Borrelia burgdorferi v místě zánětu (Guo et al., 2009). Sliny ze stejného 

klíštěte také inhibují produkci β2-integrinu, čímž snižují adhezi PMN k povrchu a tím 

i schopnost vázat spirochéty Borrelia burgdorferi (Montgomery et al., 2004). 

Na migraci neutrofilů do místa zánětu působí pomocí Evasinu-3 také sliny i SGE 

z klíšťat Rhipicephalus sanguieus, Ambylomma variegatum a Dermacentor reticulatus tak, že 

regulují produkci chemoatraktantů CXCL-8 (IL-8) a CXCL-1 (Vančová et al., 2010). Kromě 

toho sliny z klíšťat Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus appendiculatus i Ambyloma 

variegatum zabraňují vazbě IL-8 na jeho receptor a tím omezují i aktivaci neutrofilů 

(Kocáková et al., 2003).  

Sliny z klíštěte Ixodes ricinus statisticky významně snižují produkci reaktivních  

forem kyslíku, překvapivě ale nebyl potvrzen vliv slin na tvorbu NETs  

(Menten-Dedoyart et al., 2012).  

1.3.4 Přenos patogenů  

Jak již bylo zmíněno v předchozích kapitolách, přestože přisátí klíštěte vyvolá v hostiteli 

okamžitou zánětlivou odpověď, klíště je schopno vylučovat do slin velké množství látek, jimiž 

tuto odpověď moduluje ve svůj prospěch. Okamžiku oslabené imunity hostitele využívá 

několik patogenů, které jsou přenášeny spolu s klíštěcími slinami. Tento jev je nazýván SAT 

(saliva - activated / assisted transmission) a umožňuje patogenům snadnější infikaci hostitele 

(Nuttall and Labuda, 2004). SAT byl poprvé objeven u přenosu Thogoto viru (Jones et al., 

1989) a od té doby byl potvrzen i u viru klíšťové encefalitidy (Labuda et al., 1993), bakterie 

Borrelia burgdorferi (Zeidner et al., 2002) a několika dalších patogenů včetně těch, které jsou 

přenášeny jinými vektory.  

Nejvíce prozkoumaným proteinem účastnícím se SAT je Salp15. Tento protein je 

za normálních okolností produkován klíštětem Ixodes scapularis za účelem inhibice CD4+ 

T-lymfocytů (Anguita et al., 2002). Spirochéty Borrelia burgdorferi jsou schopny se 
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na Salp15 vázat prostřednictvím proteinu OspC (outer surface protein) přítomného 

na povrchu buňky a tím si zajistit ochranu před imunitním systémem hostitele (Ramamoorthi 

et al., 2005). Salp15 kromě toho inhibuje aktivaci dendritických buněk (Hovius et al., 2007a). 

Dále bylo prokázáno působení Salp15 na zánětlivou odpověď keratinocytů, produkci 

chemokinů (IL-8, MCP-1) a antimikrobiálních peptidů (Marchal et al., 2010). U klíštěte 

Ixodes ricinus byl objeven homolog Salp15 nazvaný Salp15-Iric-1, jehož účinky na přenos 

Borrelia burgdorferi jsou shodné jako u Salp15 a je schopen se vázat na OspC Borrelia afzelii 

i B. garnii, ale tyto dva druhy spirochét nejsou Salp15-Iric-1 chráněny proti protilátkové 

imunitě (Hovius et al., 2008b).  

Dai a kol. (2009) ve své práci zkoumal účinek imunizace klíšťat pomocí Salp15. 

Výsledkem byl snížený přenos patogenu Borrelia burgorferi na hostitele i přesto, že kvalita 

a délka sání klíštěte ovlivněna nebyla. Tento objev nastiňuje směr, kterým by se mohl vydat 

další výzkum v oblasti očkování proti klíšťaty přenášeným vektorům. 

Klíště Ixodes ricinus vylučuje ve svých slinách mimo jiné i inhibitory cysteinových 

proteáz sialostatin L a sialostatin L2. Sialostatin L má imunosupresivní a protizánětlivý účinek 

na hostitelský organismus, pravděpodobně díky inhibici katepsinu S. Silaostatin L2 také 

ovlivňuje aktivitu intracelulárních i extracelulárních katepsinů a tím úspěšnost sání klíštěte 

(Kotsyfakis et al., 2007). Kromě toho bylo u sialostatinu L2 prokázáno působení na přenos 

spirochéty Borrelia burgdorferi do těla hostitele. Při injikaci spirochét do těla myši současně 

se sialostatinem L2 bylo po 4 dnech pozorováno až šestinásobné zvýšení počtu spirochét oproti 

kontrole (Kotsyfakis et al., 2010). Na rozdíl od Salp 15 se ale sialostatin L2 neváže přímo 

na spirochéty a nemá vliv ani na jejich proliferaci in vitro, takže jeho působení bude nejspíš 

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

Protein Salp25D patřící mezi peroxiredoxiny napomáhá přenosu spirochét Borrelia 

z hostitele do trávicího traktu klíštěte (Narasimhan et al., 2007a). Ve stejné práci autoři 

prokázali schopnosti Salp25D eliminovat kyslíkové radikály produkované neutrofily a tím 

zvyšovat přežití spirochét v hostitelském organismu a jejich následný přenos do těla vektora. 

Po blokaci Salp25D byl přenos spirochét z nakažené myši na klíště dramaticky snížen, ale 

přenos spirochét z klíštěte do těla hostitele ovlivněn nebyl (Narasimhan et al., 2007a).  

Další látkou ze slin klíštěte Ixodes scapularis ovlivňující přenos patogenu do těla 

hostitele je tHRF (tick histamine release factor). Jeho produkce je výrazně zvýšena u klíšťat 
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infikovaných Borrelia burgdorferi a ovlivňuje kvalitu sání klíštěte a přenos patogenu do těla 

hostitele (Dai et al., 2010). Autoři v práci také navrhují, že blokování tHRF by mohlo být 

úspěšnou vakcínou proti klíšťaty přenášeným patogenům.  

Ve slinách klíštěte Ixodes scapularis byl nalezen protein TSLPI (tick salivary lectin 

pathway inhibitor), který ovlivňuje lektinovou cestu aktivace komplementu, čímž snižuje 

chemotaxi a fagocytózu neutrofilů, což má za následek zvýšené přežívání Borrelia burgdorferi 

v hostiteli i v trávicím traktu klíštěte (Schuijt et al., 2011a).  

Zatím provedené výzkumy naznačují, že průběh SAT a obsah zúčastněných látek se 

odlišuje u různých druhů patogenů i vektorů a zřejmě závisí i na druhu hostitele (Nuttall and 

Labuda, 2004). Podobně se mění zastoupení imunomodulačních látek ve slinách v průběhu 

sání (Tirloni et al., 2014).  
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2 Cíle práce 

 

• Příprava histologických řezů myší kůže a seznámení se s její strukturou. 

• Histologické barvení řezů myší kůže Malloryho trichromem a hematoxylinem-

eosinem. 

• Imunohistochemická detekce neutrofilů a makrofágů. 

• Indukce zánětu intradermální injekcí borelií a analýza složení zánětlivého infiltrátu. 

• Studium vlivu klíštěcích slin na vývoj zánětu, zejména na množství neutrofilů 

a makrofágů v zánětlivé tkáni. 
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3 Materiál a metody 

3.1 Laboratorní zvířata 

Použitý myší kmen C57BL/6N, samice ve stáří cca 6 týdnů, od Charles River 

Laboratories. Jedinci byli chováni ve sterilních boxech za neomezeného přístupu ke sterilní 

pitné vodě a krmivu ve formě suchých pelet. V místnosti byla zajištěna konstantní teplota 

22 °C, relativní vlhkost 65 % a fotoperioda 12/12 hodin. 

3.2 Boreliový kmen  

Spirochéty Borrelia afzelii uchovávané v glycerolu při -72 °C. Po oživení byly 

spirochéty kultivovány v BSK-H mediu (Sigma Aldrich, USA) s přídavkem 1 % antibiotik 

(100 μl amphotericinu + 8 ml phosphomycinu + 1,9 ml rifampicin; vše Sigma Aldrich, USA) 

v termostatu při 34 °C. 

3.3 Klíštěcí sliny  

Sliny byly získány z dospělých samic klíštěte Ixodes ricinus. Klíšťata byla nachytána 

ve volné přírodě metodou tzv. vlajkování a poté sála na morčeti po dobu 6 dní. Nasátí jedinci 

byli očištěni a připevněni oboustrannou lepicí páskou na podložní sklíčko a na hypostom 

a jednu z palp jim byla nasazena skleněná kapilára, která byla zafixována pomocí plastelíny. 

Na hřbetní část byly každému klíštěti kápnuty 2 μl 5 % roztoku pilokarpinu (Sigma Aldrich, 

USA) v 95 % etanolu a poté byla klíšťata ponechána ve vlhké komůrce v termoboxu při 37 °C 

a 5 % CO2 po dobu 1,5-2 hodiny. Vyprodukované sliny byly sesbírány z kapilár, sterilizovány 

filtrací přes filtr (0,22 μm; Merc Millipore) a uloženy při teplotě -70 °C.  

Obsah proteinů ve slinách byl změřen pomocí Bradfordovy metody stanovení 

koncentrace proteinů (Bradford, 1976). 

3.4 Příprava vzorků pro histologické zpracování  

Z testovaných myší i z myší, u nichž byl indukován zánět (viz níže) byla po usmrcení 

myši odebrána kůže a okamžitě vložena do fixačního roztoku. V pilotních experimentech bylo 

vyzkoušno několik postupů s různými fixážemi a různou dobou fixace. Používali jsme BHS 

(roztok Bouin-Hollande bez kyseliny octové, ale s 10 % přídavkem chloridu rtuťnatého), 

4 % PFA (paraformaldehyd) a 10 % NBF (50 ml 37 % formaldehydu, 450 ml destilované 
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vody, 3,25 g hydrogen fosforečnanu sodného (Na2HPO4), 2 g dihydrogen fosforečnanu 

sodného (NaH2PO4)).  

U BHS byly vzorky fixovány přes noc při 4 °C, u 4 % PFA a 10 % NBF po dobu 2,5 hod 

při laboratorní teplotě nebo přes noc při 4 °C. Po odstranění fixačního roztoku 

několikanásobným promytím v 70 % etanolu pro BHS a fosfátovým pufrem (PBS) pro PFA 

a NBF fixace, byla tkáň odvodněna vzestupnou etanolovou řadou (70 %, 95 %, 100 %), omyta 

v chloroformu a zalita do paraplastu. Na mikrotomu byly zhotoveny paraplastové řezy 

o tloušťce 7 μm. Zhotovené preparáty byly odparafínovány a rehydratovány sestupnou 

alkoholovou řadou. Na řezy fixované v BHS byl dále použit Lugolův roztok následovaný 

7,5 % roztokem thiosíranu sodného, kvůli odstranění případných zbytků těžkých kovů 

ve tkáni. Dále byly všechny vzorky omyty destilovanou vodou a fosfátovým pufrem 

s přídavkem 0,3 % Tween 20 (PBS-Tw). Takto připravené preparáty byly buť použity 

pro histologické barvení nebo pro imunohistochemickou detekci antigenů specifických 

pro neutrofily a makrofágy.  

3.5 Histologické barvení Malloryho trichromem 

Barvení Malloryho trichromem bylo provedeno pomocí kitu Trichrome Stain (Masson) 

Kit (Sigma Aldrich, USA). Řezy byly barveny 3 min v kyselém fuchsinu, 5 min v kyselině 

fosfomolybdenové a 1 min v modrém anilinu. Mezi jednotlivými barvami byla sklíčka řádně 

vymyta v destilované vodě (3 x 1 min). Dále byly preparáty odvodněny alkoholovou řadou 

a xylenem, zality do zálévacího média DPX Mountant (Sigma Aldrich, USA). Obrazová 

dokumentace byla zhotovena na mikroskopu Axioplan 2 (Zeiss) vybaveném CCD kamerou 

DP73 (Olympus). 

3.6 Histologické barvení hematoxylem a eosinem 

Sklíčka byla barvena po dobu 10 min v hematoxylinu, poté promyta 3 x 1 min 

v destilované vodě a následně barvena 3 min eosinem, odvodněna alkoholovou řadou a zalita 

do DPX Mountant media. Obrazová dokumentace byla zhotovena na mikroskopu Axioplan 2 

(Zeiss) vybaveném CCD kamerou DP73 (Olympus). 
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3.7 Aplikace protilátek  

Vzorky kůže byly fixovány, zality do parafínu, nakrájeny a odvodněny stejným 

postupem, jako bylo popsáno v kapitole 3.5. Pro blokování nespecifických vazeb byly řezy 

inkubovány s 5 % roztokem kozího séra v PBS-Tw po dobu 30 min při laboratorní teplotě. 

Následná inkubace s primární protilátkou ředěnou v blokovacím roztoku (5 % kozího séra 

v PBS-Tw) probíhala přes noc ve 4 °C. K detekci neutrofilů byla použita protilátka 

Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700 v ředění 1:100 (Thermo Fisher Scientific, USA). 

Makrofágy byly detekovány pomocí F4/80 Monoclonal Antibody (BM8) v ředění 1:50 

(Thermo Fisher Scientific, USA). Následně byla sklíčka několikrát řádně propláchnuta 

v PBS-Tw a inkubována se sekundární protilátkou Goat anti-Rat IgG (H+L) Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa Fluor 647 (Life Technologies) ředěnou 1:500 v blokovacím 

roztoku přes noc při 4 °C. Vzorky byly následně promyty v PBS-Tw, odvodněny alkoholovou 

řadou a xylenem a zality do DPX Mountant média. Analýza a dokumentace pozitivního 

signálu byla provedena na konfokálním mikroskopu Olympus FluoView™ FV1000.   

3.8 Indukce zánětu 

Pět myších samic kmene C57Bl starých 6 týdnů bylo rozděleno do tří skupin: 

• První skupinu tvořily dvě myši, kterým bylo intradermálně injikováno 200 μl 

BSK-H media obsahujícího 107 spirochét Borrelia afzelii. 

• Ve druhé skupině byly také dvě myši, intradermálně byla každé podána injekce 

100 μl BSK-H media s 107 spirochét Borrelia afzelii a 100 μl klíštěcích slin 

s obsahem proteinu 400 μg/ml. 

• Ve třetí kontrolní skupině byla jen jedna myš, které bylo intradermálně 

injikováno pouze 200 μl BSK-H media.  

Po čtyřech hodinách byly zlomením vazu zabity dvě myši – jedna z každé infikované 

skupiny. Okamžitě byly odebrány a fixovány vzorky kůže. Tyto vzorky byly zpracovány 

na identifikaci neutrofilů. 

Zbylé dvě infikované myši a kontrolní myš byly zabity po 72 hod. Vzorky kůže byly 

taktéž okamžitě odebrány a fixovány. Tyto vzorky byly zpracovány pro identifikaci 

makrofágů v místě zánětu.  
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3.9 Počítání buněk 

Počet neutrofilů a makrofágů, které infiltrovaly místo zánětu byl zjištěn manuálním 

počítáním imunopozitivních buněk v programu ImageJ. Kombinací různého složení injikátu 

a detekcí dvou druhů imunitních buněk jsme dostali šest skupin: 

Injikovány borelie + detekovány neutrofily 

Injikovány borelie a sliny + detekovány neutrofily 

Kontrolní skupina – injikováno medium + detekovány neutrofily 

Injikovány borelie + detekovány makrofágy 

Injikovány borelie a sliny + detekovány makrofágy  

Kontrolní skupina – injikováno medium + detekovány makrofágy 

Pozitivní signál byl kvantifikován tak, že z jednotlivých typů zhotovených preparátů 

byla náhodně vybrána tři sklíčka, z každého sklíčka tři řezy a na každém řezu byly vybrány 

3 čtverce z nejspodnější oblasti hypodermis (pod svalovou vrstvou) o velikosti 200 x 200 

pixelů. Celkem bylo v každé skupině spočítáno 27 čtverců. U kontrolních preparátů nebyl 

pozitivní signál kvantifikován, ale byl hodnocen pouze vizuálně. Výsledné počty byly 

statisticky vyhodnoceny Studentovým dvouvýběrovým t-testem v programu MS Excel.  
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4 Výsledky 

4.1 Histologické barvení podle Malloryho a hematoxylinem-eosinem 

Cílem tohoto pokusu bylo bližší seznámení se s histologií myší kůže a následná vizuální 

analýza vývoje zánětu v kůži. Paraplastové řezy kůže o tlouštce 7 μm byly barveny dvěma 

klasickými histologickými metodami - Malloryho trichromen a hematoxylinem-eosinem 

a prohlíženy pomocí světelného mikroskopu. Na zhotovených histologických preparátech 

barvených jak hematoxylinem-eosinem, tak Malloryho trichromem, bylo možné jasně rozlišit 

následující struktury: epidermis, dermis, vrstvu tukových buněk, svalovou vrstvu, hypodermis 

neboli povrchovou fascii, chlupové folikuly, mazové žlázy a imunitní buňky (obr. 5, 7). Byl 

také sledován vliv klíštěcích slin na počet infiltrovaných imunitních buněk do místa zánětu 

tak, že byl porovnán počet immunitních buněk v tukových vrstvách, svalových vrstvách 

a hypodermis u vzorků z myší do kterých byly injikovány samotné borellie nebo borelie spolu 

s klíštěcími slinami (obr. 6, 7). Ve vzorku bez klištěcích slin pozorujeme zvýšení počtu 

immunitních buněk zejména v tukové a svalové vrstvě.  
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Obr. 5: Řez myší kůží, ve které byl indukován zánět pomocí subkutánní injekce 107 spirochét 

Borrelia afzelii v 100 μl BSK-H media spolu se 100 μl slin z klíštěte Ixodes ricinus (obsah 

proteinu ve slinách 400 μg/ml), kůže byla odebrána 72 hodin po indukci zánětu, barveno 

hematoxylinem a eosinem. Na obrázku lze vidět epidermis, dermis, svalovou vrstvu, 

hypodermis / povrchovou fascii, imunitní buňky, chlupový folikul, mazovou žlázu – vyznačeno 

šipkami. Měřítko=100 μm. 
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Obr. 6: Sledování vlivu klíštěcích slin na počet infiltrovaných imunitních buněk do místa 

zánětu na řezech myší kůží barvených hematoxylinem a eosinem, kůže odebrána 4 hodiny 

po indukci zánětu. (A) Zánět indukován subkutánní injekcí spirochét Borrelia afzelii (107 

borelií ve 100 μl BSK-H media), spolu se 100 μl slin z klíštěte Ixodes ricinus (s obsahem 

proteinu 400 μg/ml). Mezi svalovými buňkami a v tukové vrstvě se nachází pouze malé 

množství imunitních buněk. (B) Zánět vyvolaný boreliemi bez působení klíštěcích slin. Imunitní 

buňky jsou patrné ve svalové i tukové vrstvě (označeno šipkami). Měřítko = 50 μm.  
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Obr. 7: Porovnání působení klíštěcích slin na vývoj zánětlivého infiltrátu na řezech myší kůží 

barvených Malloryho trichromem, kůže odebrána 4 hodiny po indukci zánětu. (A) zánětlivý 

infiltrát vyvolaný subkutánní injekcí spirochét Borrelia afzelii (107 spirochét ve 100 μl BSK-H 

media) spolu s působením 100 μl slin klíštěte Ixodes ricinus (s obsahem proteinu 400 μg/ml). 

(B) zánětlivý infiltrát vyvolaný subkutánní injekcí borelií bez působení klíštěcích slin. Šipky 

označují imunitní buňky infiltrované do tukové vrstvy kůže.  Měřítko = 100 μm  
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4.2 Imunohistochemická analýza vlivu klíštěcích slin na infiltraci neutrofilů 

a makrofágů do místa zánětu 

Efektorové buňky neutofilů a makrofágů byly detekovány pomocí specifických 

protilátek nasměrovaných proti Ly6G (Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D) 

v neutrofilech a proti antigenu F4/80 v makrofázích. Protilátka detekující makrofágy značila 

buňky především v nejspodnější vrstvě hypodermis tj. ve fasicii pod svalovou vrstvou (obr. 8), 

pravděpodobně z toho důvodu, že borelie byly injikovány subkutánně, a proto probíhal 

nejvýraznější zánět právě ve spodních vrstvách kůže. Neutrofily byly pomocí specifické 

protilátky lokalizovány také v hypodermis, ale v menší míře byly detekovány i ve svalové 

vrstvě kůže myši infikované boreliemi (obr. 9). Jako kontrolní vzorek byla použita tkáň z myši, 

které bylo injikováno pouze BSK-H medium a tudíž se nepředpokládá zvýšený počet 

imunitních buněk. 

Množství pozitivně značených imunitních buňěk bylo studováno ve vzorcích 

ovlivněných boreliemi a boreliemi spolu s klíštěcími slinami. Ve vzorcích, kam spolu 

s boreliemi byly vneseny i klíštěcí sliny dochází k signifikantnímu poklesu obou typů 

infiltrovaných imunitních buněk (obr. 10). Přestože rozdíl mezi oběma testovanými skupinami 

byl výrazný, byla provedena statistická analýza počtu imunoreaktivních buněk.    
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Obr. 8: Imunolokalizace makrofágů v kůži z myši, které byl vyvolán zánět subkutánní injekcí 

spirochét Borrelia afzelii (107 spirochét v 200 μl BSK-H media), tkáň byla odebrána 72 hodin 

po indukci zánětu. (A-C) Pohled na hypodermis při různém zvětšení.  (D) Kontrolní vzorek 

z myši, které bylo injikováno pouze 200 μl BSK-H media. Měřítko = 50 μm. 
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Obr. 9: Imunolokalizace neutrofilů v kůži myši, které bylo subkutánně injikováno 107 spirochét 

Borrelia afzelii v 200 μl BSK-H media, tkáň byla odebrána 4 hodiny po indukci zánětu.  

(A-C) Pohled na hypodermis při různém zvětšení.  (D) Kontrolní vzorek myši, které bylo 

injikováno pouze 200 μl media. Měřítko = 50 μm.   
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Obr. 10: Vliv klíštěcích slin na množství imunitních buněk v místě zánětu.  

(A) Immunodetekce makrofágů ve vzorcích injikovaných boreliemi (107 spirochét Borrelia 

afzelii v 200 μl BSK-H media). (B) Immunodetekce makrofágů ve vzorcích injikovaných 

boreliemi (107 spirochét Borrelia afzelii ve 100 μl BSK-H media) a 100 μl slin z klíštěte Ixodes 

ricinus s obsahem proteinu 400 μg/ml. (C) Immunodetekce neutrofilů ve vzorcích injikovaných 

boreliemi (107 spirochét Borrelia afzelii v 200 μl BSK-H media). (D) Immunodetekce 

neutrofilů ve vzorcích injikovaných boreliemi (107 spirochét Borrelia afzelii ve 100 μl BSK-H 

media) a klíštěcími slinami (100 μl slin klíštěte Ixodes ricinus s obsahem proteinu 400 μg/ml).  

U snímků (A) a (B) byla tkáň odebrána 72 hodin po indukci zánětu, u snímků (C) a (D) byla 

odebrána tkáň 4 hodiny po indukci zánětu. Měřítko = 50 μm.  
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4.3 Statistické vyhodnocení počtu infiltrovaných efektorů do místa zánětu 

 Snímky zánětlivého infiltrátu byly vyhodnoceny počítáním buněk a statistickým 

zpracováním získaných údajů. Z grafu na obrázku 11 a 12 je patrné, že za přítomnosti 

klíštěcích slin docházelo k poklesu počtu infiltrovaných makrofágů o 61 % (P  0,001) 

a neutrofilů o 48 % (P  0,001). 

 

Obr. 11: Porovnání počtu makrofágů v místě zánětu vyvolaném injekcí borelií (107 spirochét 

Borrelia afzelii ve 100 μl BSK-H media) za přítomnosti 100 μl slin klíštěte Ixodes ricinus 

s obsahem preoteinu 400 μg/ml (B+S); a v místě zánětu vyvolaném boreliemi (107 spirochét 

Borrelia afzelii v 200 μl BSK-H media) bez působení klíštěcích slin (B) (P  0,001). 
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Obr. 12: Působení klíštěcích slin (100 μl slin klíštěte Ixodes ricinus s obsahem proteinu 

400 μg/ml) na počet neutrofilů v místě zánětu vyvolaném subkutánní injekcí 107 spirochét 

Borrelia afzelii ve 100 μl BSK-H media (B+S); oproti počtu efektorů v myší kůži 

za přítomnosti pouze borelií (B). (P  0,001). 
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5 Diskuze 

Cílem literárního přehledu této diplomové práce bylo seznámit se s mechanismy 

zánětlivé reakce a s vlivem klíštěcích slin na tyto procesy. Z dostupné literatury je zřejmé, že 

(podobně jako u protinádorové imunity) mohou efektorové buňky zastupovat jak 

prozánětlivou, tak protizánětlivou roli, tyto fenotypy v závislosti na signálech z okolí měnit 

a vzájemně spolu interagovat a ovliňovat se.  

Role neutrofilů ve vývoji zánětu je nezastupitelná především v časných fázích zánětlivé 

reakce. Přestože disponují širokou škálou způsobů, jakými přispívají k eliminaci patogenu 

a rozvoji zánětlivé reakce, jsou tyto mechanismy často nespecifické a mohou způsobovat 

poškození vlastní tkáně, což může ústit až ve vývoj chronického zánětlivého onemocnění. 

Např. u obezity dochází k uvolňování DAMPs z umírajících buněk, což neustále aktivuje 

neutrofily a vzniklý chronický zánět pak má za následek zvýšenou adhezi neutrofilů k cévnímu 

endotelu a vaskulární dysfunkce (Van Oostrom et al., 2004). Na druhou stranu, z pokusů, kdy 

byly neutrofily u těchto chronických zánětlivých onemocnění pomocí protilátky odstraněny 

z místa zánětu, je patrné, že hrají nezastupitelnou roli i v ukončení zánětu a reparaci poškozené 

tkáně, jelikož výsledkem byla zvýšená patologie onemocnění (Kühl et al., 2007). Kromě 

funkcí, které byly zmíněny v úvodu této práce, přispívají neutrofily po ukončení zánětlivé 

reakce také k revaskularizaci poškozené tkáně produkcí MMP9 (matrix metallopeptidase 9) 

(Christoffersson et al., 2012).  

Podobně jako neutrofily mají i makrofágy ve vývoji zánětu dvojaké působení. Mohou 

zaujímat prozánětlivý i protizánětlivý fenotyp a následně produkovanými cytokiny ovlivňovat 

ostatní imunitní buňky. Odlišná imunitní odpověď makrofágů může být spuštěna vazbou 

různých ligandů na FPR (formyl peptide receptor), neboť výsledkem reakce je infiltrace místa 

zánětu prozánětlivým nebo protizánětlivým fenotypem efektorů (Ye et al., 2009). M2 

subpopulace makrofágů hraje důležitou roli ve vývoji chronických onemocnění, fibrózy 

i infekcí helminty (Akira et al., 2013). Nezastupitelný význam mají makrofágy také 

v ukončení zánětlivé rekace, kde především odstraňují zbytky poškozených buněk, mrtvé 

efektory i již nepotřebné cytokiny.   

V zájmu klíštěte jakožto hematofágního parazita je tlumit zánětlivé projevy organismu 

a naopak podporovat protizánětlivé. Z tohoto důvodu působí klíštěcí sliny antihemostaticky, 

vasoaktivně, inhibují komplement a fagocytózu a inaktivují anafylatoxiny (Brossard 
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and Wikel, 2004). Kromě působení na neutrofily a makrofágy mají klíštěcí sliny nemalý vliv 

i na lymfocyty. Vlivem působení klíštěcích slin v místě zánětu dochází ke snížení produkce 

prozánětlivých cytokinů Th1 subpopulace T-lymfocytů a zvyšuje se produkce cytokinů Th2 

subpopulace, které mají protizánětlivý účinek (Schoeler et al.,1999; Mejri et al., 2001). 

Za účasti prostaglandinů přítomných ve slinách je omezená i produkce IL-2 a IFNγ. In vitro 

bylo potvrzeno snížení proliferace T-lymfocytů po vystavení buněčné kultury působení SGE 

(Kovář et al., 2001). Protein Salp15 moduluje působení CD4+ T-lymfocytů, ale také ovlivňuje 

sekreci cytokinů dendritickými buňkami (Garg et al., 2006; Hovius et al., 2008a). Působením 

SGE z různých druhů klíšťat byla ovlivněna i proliferace B-lymfocytů (Rolínková et al., 

2003). U psů byla prokazatelně snížená produkce protilátek B-lymfocyty působením SGE 

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

Role klíštěcích slin ale zřejmě nebude pouze protizánětlivá, jak by se očekávalo. Scholl 

a kol. (2016) ve své práci zmiňuje, že samotné klíštěcí sliny bez přítomnosti patogenu mohou 

vyvolat produkci prozánětlivých látek fibroblasty. Autoři tento jev vysvětlují tak, že 

prozánětlivé účinky mají sliny pravděpodobně hlavně v časné fázi sání klíštěte 

a s postupujícím časem přisátí se jejich imunomodulační účinek mění na protizánětlivý, což 

potvrzují i výsledky v jejich práci.  

Obsah klíštěcích slin se zřejmě nemění jen s dobou sání klíštěte, ale zdá se, že složení 

klíštecích slin se může lišit i v rámci rodu Ixodes. Klíčové je v tomto případě, zda klíště při 

sání tvoří cement či ne. Tvrdá klíšťata, tvořící při sání cement, vyvolávají u hostitele menší 

zánětlivou rekaci než tvrdá klíšťata, která cement netvoří (Mihara, 2017).  

Imunomodulační účinky klíštěcích slin ovlivňují také přenos klíšťaty přenášených 

patogenů. S postupujícím zájmem o tuto problematiku je ale čím dál zřejmější, že přenosu 

patogenů nenapomáhají pouze protizánětlivé složky klíštěcích slin, ale také látky ovlivňující 

expresi určitých genů vektora. Např. interakce spirochéty Borrelia burgdorferi s klíštětem 

Ixodes ricinus zvyšuje expresi klíštěcích genů pro TROSPA (tick receptor for OspA) a Salp 

15, který významně napomáhá přežití patogenu v hostiteli (Hovius et al., 2007b). Bylo také 

prokázáno, že borelie po přenosu do hostitelské tkáně neopouštějí místo sání klístěte až 

po dobu několika dní (Shih et al., 1992), což potvrzuje, že podmínky vytvořené působením 

klíštěcích slin napomáhají přežívání a přenosu bakterie.  



 

36 

 

Významnost klíštěcích slin pro přenos spirochéty Borrelia burgdorferi se rozhodli 

analyzovat Narasimhan a kol. (2007b). Z jejich práce vyplývá, že pro přenos infekce z klíštěte 

na hostitele jsou stěžejní proteiny produkované ve slinách během prvních 24 hodin sání 

klíštěte, jelikož imunizace králíků těmito proteiny způsobila výrazně snížený přenos bakterie 

na hostitele a zkrácenou dobu sání klíštěte. V práci Chong-Cerrillo a kol. (2001) bylo zjištěno, 

že oproti naivním králíkům se u imunizovaných jedinců spirochéty Borrelia burdorferi 

objevovaly v signifikantně menším množství, po 36 hodinách nebyly detekovány vůbec 

a imunitní odpověď nezahrnovala infiltraci lymfocytů, což naznačuje, že imunitní odpověď 

imunizovaných králíků je protilátkami zprostředkovaná a účastní se jí především neutrofily 

a makrofágy. Tyto objevy by mohly do budoucna usnadnit vývoj vakcíny proti lymské 

borelióze.  

Vzhledem k významné incidenci lymské boreliózy v Evropě, ale i jinde ve světě, by bylo 

zapotřebí objevit vhodné látky, které by se daly použít při vakcinaci proti této nemoci. Zatím 

nejslibněji se jevila vakcína proti OspA, která velmi dobře fungovala u myší, u lidí byla 

zavedena na trh, ale zjistilo se, že titr protilátek, který po očkování přetrval není dostatečný 

a bylo by nutné očkovací dávky příliš často opakovat, proto byla po čtyřech letech stažena 

z prodeje (Steere et al., 1998). Mezi přístupy, které by v budoucnu mohly vést k vývoji 

úspěšné vakcíny můžeme řadit např. imunizaci směsí boreliových OMPs (outer membrane 

proteins), imunizaci klíštěcími proteiny, které by vyvolaly imunitní rekaci v místě sání klíštěte 

a způsobily ukončení sání klíštěte nebo imunizaci klíštěcími proteiny v kombinaci 

s boreliovými antigeny (shrnuto Schuijt et al.,  2011b; Embers and Narasimhan, 2013).  Z toho 

důvodu je důležité co nejvíce prozkoumat a porozumět procesům, které probíhají ve tkáni při 

sání klíštěte.  

Cílem praktické části této práce byla analýza zánětlivého infiltrátu po indukci zánětu 

spirochétami Borrelia afzelii a následné zkoumání vlivu slin z klíštěte Ixodes ricinus na počet 

infiltrovaných neutrofilů a makrofágů. Aby bylo možné detekovat změny v počtu 

infiltrovaných buněk, byl k indukci zánětu použit vysoký počet spirochét Borrelia afzelii. 

Do každé myši bylo vpraveno 107 bakterií ve 200 μl BSK-H media, stejně jako v práci 

Severinové a kol. (2005). Podle vzoru této práce byly do myší kůže vpraveny i klíštěcí sliny – 

tedy 100 μl klíštěcích slin o obsahu proteinu 400 μg/ml. 

Přestože, jsou klíštěcí sliny známé svým silným imunosupresivním účinkem, nedochází 

v místě sání klíštěte k úplnému potlačení zánětlivé odpovědi, ale pouze k regulaci její míry. 
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Na pokusu, ve kterém sála klíšťata Ixodes scapularis na králících, to dokazuje Scholl a kol. 

(2016). V našich pokusech jsme potvrdili, že toto schéma platí i u vzorků kůže, kde je zánět 

vyvolán injekčně a klíštěcí sliny následně vpraveny také injekčně. U zánětlivé tkáně, na kterou 

působily klíštěcí sliny byl patrný silný signál imunitních buněk detekovaných 

imunohistochemicky, zatímco kontrolní vzorky, kam bylo vpraveno pouze medium, 

vykazovaly signál minimální nebo žádný.  

Protizánětlivé působení klíštěcích slin je známé již dlouhou dobu. Ve svých pracích jej 

zkoumají např. Severinová a kol. (2005), v jejíž práci SGE z klíštěte Ixodes ricinus 

prokazatelně snižoval počet infiltrovaných leukocytů a γδT-lymfocytů v epidermis v časných 

fázích infekce bakterií Borrelia afzelii. Také byl snížen celkový počet efektorů v přilehlých 

lymfatických uzlinách a v pozdějších fázích zánětu došlo i ke změně složení zánětlivého 

infiltrátu. Další práce potvrzuje, že sliny klíštěte Ixodes scapularis (publikováno jako Ixodes 

dammini) způsobují sníženou schopnost fagocytózy borelií neutrofily (Ribeiro et al., 1990). 

SGE z klíštěte Ixodes ricinus redukuje produkci ROS a RNS makrofágy (Kuthejlová et al., 

2001). Působení klíštěcích slin při sání klíštěte na produkci CRAMP (mouse cathelicidin 

related antimicrobial peptide) a TNF-α prokázalo její výrazné snížení oproti situaci, kdy byly 

myším ijikovány jen borelie (Kern et al., 2011). Důležitou roli ve vývoji zánětlivé odpovědi 

hrají keratinocyty a fibroblasty, které představují první obrannou linii po průniku klíštěcího 

hypostomu do kůže. Vlivu klíštěcích slin na keratinocyty se věnuje např. práce Marchal a kol. 

(2009). Chemoatratktanty vylučované keratinocyty mají vliv na infiltraci neutrofilů, 

makrofágů i T-lymfocytů do místa zánětu (Pasparakis et al., 2014). Účinkem klíštěcích slin 

mohou lyzovat fibroblasty, což pomáhá klíštěti k tvorbě tzv. „feeding pit“ (Schramm et al., 

2012). V in vitro pokusu byl potvrzen vliv klíštěcích slin na expresi adhezních molekul 

E-selektin, P-selektin, ICAM-1 a VCAM-1 buňkami endotelové linie (Maxwell et al., 2005).  

Protizánětlivé účinky klíštěcích slin jsme prokázali i v našich pokusech, ve kterých došlo 

ke snížení počtu infiltrovaných makrofágů do místa zánětu o 61 % u vzorků, kde docházelo 

k působení klíštěcích slin v porovnání se vzorky, kde byl pouze indukován zánět. V případě 

neutrofilů byl počet buněk snížen o 48 %. V in vitro pokusu Vachiery a kol. (2015) došlo 

působením klíštěcích slin ke snížení počtu infiltrovaných buněk myeloidní linie o 50 %, což 

koreluje s našimi výsledky. Výrazný vzestup PMN 1 den po infikaci králíků spirochétami 

Borrelia burgdorferi zmiňuje Chong-Cerrillo a kol. (2001) a uvádí, že vzestup počtu 

makrofágů nastal kolem třetího dne po infikaci, což odpovídá uspořádání našeho pokusu.  
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Snížená infiltrace efektorů do místa zánětu může být způsobena např. inhibicí 

chamoatraktantů, keré jsou zodpovědné za migraci efektorů z cirkulace do zánětlivé oblasti. 

Klíštěcí sliny inhibují alarminy, které slouží jako chemoatraktanty antigen-prezentujících 

buněk a spouští prozánětlivou odpověď (Marchal et al., 2010). IL-6 patří mezi hlavní 

chemoatraktanty, kterými jsou na místo zánětu naváděny monocyty (Scheller et al., 2011). 

Jeho produkce je významně snižována klíštěcími slinami u žírných buněk (Bernard et al., 

2017) i makrofágů (Scholl et al., 2016). Snížená migrace efektorů do místa zánětu je přičítána 

také evasinům, které jsou přítomné v klíštěcích slinách a rovněž inhibují chemotaxi efektorů 

do místa zánětu (Déruaz et al., 2008). Chemotaxe neutrofilů je ovlivňována i proteinem 

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

Imunomodulační účinek nemají pouze klíštěcí sliny, ale také borelie. Infekce 

spirochétami Borrelia burgdorferi snižuje expresi MHC II molekul (Silberer et al., 2000). Tím 

snižuje aktivaci antigen-prezentujících buněk a následnou produkci cytokinů, které se mimo 

jiné podílí i na infiltraci místa zánětu imunitními buňkami.  

Migrace imunitních buněk byla ovlivěna i v našich pokusech, kde byly vzorky barveny 

hematoxylinem-eosinem nebo Malloryho trichromem. Z výsledků je patrné, že pokud na 

zánětlivé místo nepůsobily klíštěcí sliny, docházelo k migraci buněk do vyšších vrstev kůže – 

do svalové vrstvy a do tukové vrstvy. Tento jev byl u vzorků, na které působily klíštěcí sliny 

pozorovatelný jen v malé míře. Vysvětlením by mohl být fakt, že bez působení klíštěcích slin 

probíhala v hypodermis slinější zánětlivá rekace a efektorové buňky vykazovaly více aktivity 

a z toho důvodu migrovaly i do vyšších vrstev kůže.  

V práci se nám podařilo potvrdit protizánětlivý účinek klíštěcích slin v souvislosti 

s počtem infiltrovaných makrofágů a neutrofilů do místa zánětu vyvolaného subkutánní 

injekcí borelií. Do budoucna by bylo určitě vhodné pokusy s tímto uspořádáním zopakovat, 

potvrdit naše výsledky a analyzovat také vývoj zánětu z hlediska lymfocytů a ostatních 

imunitních buněk.  
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6 Závěr 

 

• Na histologických řezech barvených hematoxylinem a eosinem, popř. Malloryho 

trichromem, je patrné, že imunitní buňky více infiltrovaly vyšší vrstvy kůže, pokud 

nebylo místo zánětu vystavené působení klíštěcích slin.  

 

• Přítomnost klíštěcích slin v místě zánětu vyvolaném boreliemi způsobuje statisticky 

významný pokles počtu infiltrovaných neutrofilů i makrofágů, čímž byl potvrzen jejich 

protizánětlivý efekt.   

  



 

40 

 

7 Seznam zkratek 

• ATP – adenosin trifosfát  

• BHS – Bouin-Hollande solution, roztok Bouin-Hollande 

• CAP37 – cationic antimicrobial protein 37, azurocidin, heparine-binding protein 

• CCL – C-C motif chemokine ligand  

• CCR – C-C motif chemokine receptor 

• CD – cluster of differenciation, diferenciační znak 

• CRAMP - mouse cathelicidin related antimicrobial peptide 

• CXCL – C-X-C motif chemokine ligand 

• CXCR – C-X-C motif chemokine receptor 

• DAMPs – damage associated molecular patterns, s poškozením asociované 

molekulové vzory, alarminy  

• DNA – deoxyribonukleová kyselina 

• DC – dendritic cells, dendritické buňky 

• ECM – extracellular matrix, extracelulární matrix 

• FGF – fibroblast growth factor, fibroblastový růstový faktor 

• G-CSF – granulocte colony-stimulating factor, faktor stimulující granulocytární  

kolonie 

• GM-CSF – granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, faktor stimulující 

granulocytární a makrofágové kolonie  

• ICAM – intercellular adhesion molecule 

• IFN - interferon 

• IL - interleukin 

• IRAC – Ixodes ricinus anticomplement protein  

• IXAC – Ixodes family anticomplement protein  

• Ly6G  - Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D   

• M-CSF – macrophage colony stimulating factor, faktor stimulující makrofágové 

kolonie 

• MCP – moncyte chemoattractant protein  

• MIP – macrophage inflammatory protein, makrofágový zánětlivý protein 

• MZB – marginal zone B-lymphocyte, B-lymfocyty marginální zóny  

• NADPH – nicotineamide adenine dinucleotide phosphate 



 

41 

 

• NBF – neutral buffered formalin  

• NETs – neutrophil extracellular traps 

• NK – natural killer cells, přirození zabíječi, NK-buňky 

• NLR – Nod-like receptors, Nod-like receptory 

• NO – oxid dusnatý 

• OMPs – outer membrane proteins  

• PAMPs – pathogen associated molecular patterns, s patogeny asociované 

molekulové vzory 

• PBS – phosphate buffered saline, fosfátový pufr  

• PBS-Tw – fosfátový pufr s přídavkem 0,3 % Tween 20 (polysorbát 20) 

• PGE2 – prostaglandin E2 

• PFA - paraformaldehyd 

• PMN – polymorphonuclear cells, polymorfonukleární lymfocyty 

• PRRs – pattern recognition receptors, receptory rozpoznávající patogenové vzory 

• RLR – RIG-I-like receptory  

• RNS – reactive nitrogen species, reaktivní formy dusíku 

• ROS – reactive oxygen species, reaktivní formy kyslíku 

• SAT – saliva activated / assisted transmission, slinami aktivovaný přenos 

• SGE – salivary gland extract, extrakt z klíštěcích slinných žláz  

• SPMs - specialized proresolving mediators 

• TGF – transforming growth factor, transformující růstový faktor 

• tHRF - tick histamine release factor 

• TI – na T-lymfoctech nezávislé antigeny  

• TLR – Toll-like receptor  

• TNF – tumor necrosis factor, faktor nádorové nekrózy  

• TROSPA – tick receptor for OspA  

• TSLPI - tick salivary lectin pathway inhibitor 

• VCAM – vascular cell adhesion molecule, vaskulární adhezní molekula 

• VEGF – vascular endothelial growth factor, faktor podporující růst vaskulárního 

endotelu 
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