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1. UVOD
1.1. KliSt obecné

Klis&€ obecné lkodes ricinu¥ pati do fadu Ixodida,celedi Ixodidae a pagledi
Ixodinae (Singh and Girschick; 2003). Je to krgicsaktoparazit, jehoz Zivotni cyklus
zahrnujefit vyvojova stadia.

Dospla saméka klis&te klade 4-5 tisic vajek, z nichz se nejprve vylihnou larvy se
ttemi pary nohou. Larvy cizopasi zpravidla na drolngbratiovcich, nagklad na
hlodavcich (ti jsou také hlavnim zdrojenepasenych chorob). Po dal§emené se z
nich stavaji nymfy, které majtyii pary kortetin steji jako dospli jedinci. Po dalSim
nasati krve fichazi posledni prodma a objevuje se kli&tv té podob, v jaké je
negastji potkavame. Samiek se zpravidla spokoji jen s menSim mnozstvim.kdae
hostitele se fichycuji jen proto, aby naém vyhledali samici a sgidi se s ni. Kazdé ze
trech vyvojovych stadii (larva, nymfa a délge - samice) saje krev jen jednou a kazdé
Z nich mize napadnout &loveka (Stejskal; 1995). Klistje vyznamnym fenaSéem
celé fady patogein (viru klistové encephalitidy, spirochetBorrelia burgdorferii

Rickettsiespp.,Babesiaspp. aAnaplasmaspp.) (Bellmann et al; 2003).

1.2. Interakce kliS€-hostitel

Sani kligte je dlouhodoby proces, kteryiie trvat gkolik dni. Ustni Ustroji, které
je boda¥ saci (tzv. hypostom), ma natpnitici zoubky, k nimz sefjkladaji bodcovité
a podobg ozubené chelicery. Chelicery a hypostomritvav. chobotek (Kratochuvil;
1973). Sani fedchazi produkce slin a cementu, ktery slouzi lotugni* klisgte v kizi.
Antigeny €chto sekret zachycuji Langerhansovy fiky, které je prezentuji T-
lymfocytam. Cytokiny uvohované T-lymfocyty Thl subpopulace zahajuji &hwou a
protilatkovou odpowd’. Primarni odpo&d” u naivniho hostitele neni dostate rychla,
aby postihla sajici kli&t U imunniho hostitele se rozvine specifickd imahadpovd,
ktera je charakterizovana tvorbou protilatek a Kkoldazofilni hypersenzitivni reakci
(Allen; 1973). Kli¥ata na imunnim hostiteli nemohou sat, Spate svlékaji nebo
uhynou (Wikel and Osburn; 1982).

Misto na kZi, kde se kligt prichyti ke svému hostiteli, je kritické rozhrani 3t
hostitel-patogen. Toto misto je vyr&nupraveno farmakologicky aktivnimi
molekulami, vyldovanymi v kliSécich slinach. Pro patogenygmasené Kli&ty je to

ekologicky vyhodna nika, kterou mnozi vyuzivaji (ll, Labuda; 2004). Tento jev byl



oznaen jako slinami aktivovanyipnos (Saliva Activated Transmission, SAT) a poprvé
byl popsan u Thogoto viru. Byl-li virus injikovanodmogat spoléné s extraktem ze
slinnych Zlaz kligat, infikovalo se 10x vice kifat sajicich naéthto zvfatech nez

v pripact, kdy byl virus injikovan bez SGE (Jones et al.92pP Tento jev byl také
pozorovan u viru kli®vé encephalitidy (Labuda et al.; 1993) a spirogh#brrelia
burgdorferii (Pechova et al.;2002).

1.3. Slinné Zlazy kliste

Slinné Zlazy Kligt jsou kléem k uspSnému séni klif&t na hostiteli. Je to parovy
organ umisiny v predni¢asti klistte, ktery roste a diferencuje se, jak Kipbkraiuje
v sani ailistu (Ramakrishnan et al; 2005). Slinné Zlazy jssmaregul&énim organem, a
jako takové jsou wlezité pro Uspch klig'at bkthem prodlouzené doby mimo hostitele a
také Ehem doby sani na hostiteli. Absorpce vodni paryemasyceného vzduchu do
hygroskopické tekutiny produkované slinnymi Zlazamovoli kli¥atim zistat
hydratovana a zZivotaschopnéhlem mnoha gsiai mezi sanim krve. Kdyz kli&saje, je
schopné vratit asi 70% tekutiny a iontového obsahkte zgt do hostitele salivaci do
mista piséti. Tyto sliny obsahuji mnoho bioaktivnich pinte a lipidovych
komponent, které poméahaji klisti ziskat svou potravu (Bowman, Sauer; 2004).

1.3.1. Extrakt slinnych Zlaz kliséte
Pro dlouhodobé sani k& na hostiteli jefeba faktol sekretovanych ze slinnych
Zlaz Kklistte, které fisobi proti imunitni a zawlivé odpowdi hostitele(Nuttall; 1998).

Histamin je uvohovan hostitelem do mista zdn, aby zabranil istu patogein.
Klistata sekretuji protein, ktery se vaze kvolnémuahigu v mist sani a tim
pravdEpodobr potlatuji efekt zawtliveho mediatoru. Tento protein se nazyva histamin
vazici protein (histamine binding protein — HBPa(Rakrishnan et al; 2005).

Krev hostitele musi kontinu&réct do mista porani, a stej tak musi astat
v tekutém stavu v Ustnim apardtu a vewt kliStte. Hostitelské hemostatické
mechanismy jsou podtany iznymi latkami proti shlukovani krevnich dést a anti-

koagulanty v kligtcich slinach (Bowman et al.; 1997)il®adem takového proteinu je



Salpl4 (anti-coagulant salivary-gland protein) dnojedalSi strukturalni paralogy
(Ramakrishnan et al; 2005).

BEhem sani kligte dochazi k aktivaci hostitelskefkomplementuKomplement je
hlavni efektor humoralniho imunitniho systému dbsati. Vysledkem aktivace
komplementu je uvolni anafylatoxir, které jako zagtlivé peptidy stimuluji ,vyliti
granulocyti, coz nasledh vede k znieni patogena nebo infikovanéiby a zvySeni
prozartlivé aktivity (Ribeiro, Spielman; 1986). Nenigkvapujici, Zze kliGta maji

vyvinuté inhibitory komplementu.

Cytokinyjsou chemické mediatory zé&n a imunity. Interferony (IFN) jsou cytokiny
superrodiny zahrnujicityti podrodiny, z nichZ IFNx a IFN{3 jsou indukovany virovou
infekci. Jsou produkovanyisinou tygi burgk. Infikované buiky syntetizuji a uvaluji
IFN a ty se pak vazou k recepiar pro IFN sousednich bak (Nuttall, Labuda; 2004).
Jedna ze studii ukazala schopnost édigh slin zvySit penos arboviru (arthropod-borne
virus) pomoci jejich &inku na anti-virovy efekt mysSich interfedr(IFN o/p).
Potla&ujici efekt byl nejvice zjevny, kdyz bky byly inkubovany s extraktem slinnych
Zl4z Klistte (Salivary gland extract, SGEfedl infikovanim virem. Zda se, Z&igek
SGE je smrovany proti receptédm IFN ao/B, spiSe nez Zeijno interaguje s IFN
(Hajnicka et al.; 2000).

Dale rkolik studii ukazalo &inek sani kligtte, nebo produktslinnych zlaz klistte
na expresi nebo aktivitu cytoKin Velké mnoZzstvi molekul sekretovanych ve slinach
klistat vaZzou cytokiny (Hajnickd; 2004). Byly zkoumanylekuly vazajici cytokiny
IL-2, IL-4, IL-8, MCP-1, MIP-Xi, RANTES a eotaxin. Vysledky ukazaly, Ze typy
molekul vézajici wzné cytokiny , které klf&ata produkuji, zavisi na druhu a pohlavi
klistéte. Ixodes ricinus vektor rekolika dilezitych patogel, ma ve svych slinach
ponerné malo molekul vazajicich cytokiny. Zatimcoeinacentor reticulatusrysel
jako nejvice efektivni v aktivitdch proti vSem vygmintnym cytokimim (Hajnick@;
2004).

Salivary gland secreted protein 15 (Salp]®)protein s imunosupresivnimtiaky,
ktery napomaha slinami aktivovanémiemposu patogen Salp 15 byl objeveny ve
slindch kliS¢te Ixodes scapularis Salpl5 inhibuje aktivaci CD4+ T lymfodyt
mechanismem, ktery zahrnuje represi tokd*Ganti. VVysledkem je niz&i prokukce IL-



2 a jeho receptoru (Anguita et al.; 200Bporrelia burgdorferi zvySuje expresi
proteinu Salpl5 ve slinnych Zlazach infikovanéh@title. Salpl5 je nasledrvazan na
povrch patogena a chrani ho taleg &inky protilatek hostitele (Ramamoorthi et al.;
2005).

1.4. Cytokiny

Cytokiny jsou zakladni regulatory imunitnings®mu. Jsou to proteiny sekretované
leukocyty a jinymi bitkami, které fisobi prosiednictvim specifickych recepiibma
razné buiky imunitniho systému i mimoen

VétSina cytokirii je ve svych gincich pleiotropniCasto fisobi v kaskég kdy jeden
cytokin indukuje tvorbu druhého, a cely cytokinowystém je do uité miry
redundantni, tj. Ze jednotlivé cytokiny mohou Bg@sto nahrazeny jinymi. Prctkteré
Gcely je Zejmé nezbyt nutné koordinované spoltipobeni Bkolika riznych cytokiri;
tyto slozité a doposud malo prozkoumané synergistia antagonistické interakce
v cytokinovém systému séasto oznéuji jako cytokinova si (HorejSi, Bartinkova;
2005).

Cytokiny jsourazeny do skupinipvazi podle jejich buaéného mivodu a funkce,
jak napovidaji nafiklad nazvy tistovych fakto# (epidermalni, fibroblastové, nervové),

faktoni stimulujici kolonie krevnich buwk nebo nadory nekrotizujicich fakto(Sterzl).

1.4.1. Interleukiny

Do této skupiny cytokin jsou zaazovany funkni produkty busk imunitniho
systému. Do paedi zajmu se dostaly v débkdy byl objeven interaii fenomeén,
spoluprace mezi T a B lymfocyty.ckteré z &chto faktofi byly sekretovany lymfocyty
béhem sekundarni odpedi pri tvorbé protilatek. Uvohovaly se z bugk specifickych
vaci antigenu, ale fsobily také na dalSi nespecifickénlby ve svém okoli. Takto byl
popsan uz koncem 60. let faktor aktivujici lymfocyt LAF, dale faktor stimulujici
lymfocyty - TSF. Pozéi (1986) pro tyto faktory bylo fljato pojmenovani interleukiny.

Interleukiny jsou faktory sice di# definované, ale heterogenni, co seetjejich
funkénich aktivit. Nekteré, obdob& jako faktory fistové, jsou nezbytné pro
autostimulani diferencig&ni procesy Bhem embryogeneze mezenchymalnich tkani (IL-

3, IL-7). Nektereé, napiklad IL-8, maji vyrazné zatotvorné a patogenniapobeni. Jiné



interleukiny maji regukéni vliv na tvorbu organovych bilkovin, néklad na proteiny
akutni faze, jako je nervovy amyloid As (A-SAA)hi@ tvorba je aktivovana IL-1 3,
TNF a IL-6. Interleukiny maji vzajemné pozitivni(ergické) nebo Gtlumovéipobeni,

a to @imé, nebo zprostdkované. Najklad IL-1 aktivuje T lymfocyty a po jejich

proliferaci se zvy3uje sekrece dalich interletikpiedevsim IL-2 (Sterzl).

1.5. Interleukin 17

Interleukin 17 (IL-17), neboli IL-17A, je z&dajiciclen skupiny cytokif zvanych
rodina IL-17. IL-17 byl givodre identifikovan jako transkript z mySiho T-bigmého
hybridomu, nazvany CTLA8 (Rouvier et al.; 1993)-1F vykazuje 58% homologii
s ote¥enym c¢tecim ramcem, HSVS13, T-lymfotropického herpesviferpesvirus
saimiri (virovy IL-17)(Knappe et al.; 1998). Je to polypidm 136 AMK a molekulové
vaze 16 kDa, ktery vznika z prekurzoru (155 AMK)3Stgenim signélniho peptidu
(Yao et al.; 1995).

1.5.1. Struktura IL-17

Strukturalg, IL-17A nema zadnou sekvenci podobnou jinému zmaméytokinu
nebo jinému saiimu proteinu. Také jeho receptor, IL-17R, nekibpzny s Zzadnym
znamym cytokinovym receptorem a nema zadné rozpelméadomény. Zda se tedy, Zze
cytokinova rodina IL-17 je ietelnym a silnym ligand-receptor signalnim systémem
zahrnutym v kontrole imunitni odpa&di (Aggarwal, Gurney; 2002).

1.5.2.Clenové rodiny IL-17

Krome IL-17A, nalezi k rodig IL-17 dalSi¢lenové — IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-
17E a IL-17F. VSichni¢clenové rodiny IL-17 maji podobnou proteinovou struk.
NejvétSi podobnost nesou uvhit-konce. Akoli zde neni fisné zachovani rozestyp
jsou tuctyii dobie konservované cysteiny a nejméva dalSi cysteiny, které se zdaji
byt funkéné zachované, avSak s$tgi variabilitou rozestup Interleukin 17F se
vyznauje nej¥tSi homologii s IL-17A, ktera fpdstavuje asi 40-55% identickych

aminokyselin (Kolls, Lindén; 2004§ tyii konservované cysteiny v C — konci (polovina



sekvence 1L- 17F) t¥o cysteinovy uzel v krystalové struk@) a zajimaveé je, Ze tato
cysteinova struktura uzlu je podobné&zbému strukturalnimu motivu Wdému v
n¢kolika rastovych faktorech, jako jsou kostni morfogenickeétginy, TGFB, nervovy
rastovy faktor a wistovy faktor odvozujici krevni de&kiy. Navic, & se, Ze IL-17F
tvoii homodimer spojeny disulfidickym istkem, zatimco dal&lenové IL-17 rodiny
jsou vyjadeni jako peva spojené dimery (Hymowitz et al.; 2001).

IL-17B a IL-17C byly identifikovany na zakladgekverni podobnosti. Stejntak,
dalSi ti c¢lenové, IL-17D, IL-17E (také zvany jako IL-25) a-I7F byly primarg
objeveny na zakladsekverini homologie. Tyto molekuly maji podobné molekularn
vahy, 20 az 30 kDa, aigkryvaji se, ale jejich biologické aktivity jsou identickée
(Kawaguchi et al.; 2004).

1.5.3. Exprese IL-17 rodiny

IL-17A je silny prozéagtlivy cytokin produkovany aktivovanymi paitovymi T
buinkami. Funkni analyzy ukazaly jeho schopnost indukovat prodd&éSich cytokir
a chemoki: tumor necrosis faktoo (TNF-a) a IL-13 z makrofag; IL-6, IL-8 a
vnitroburéénou adhezivni molekulu-1 (ICAM-1) z lidskych fibdalsti; a
granulocytarni kolonie-stimulujici faktor (G-CSH prostaglandiny @edevsim PGE
ze synoviocyi. V chondrocytech bylo ukazano, Ze IL-17 aktivupeklearniho
transkrigni faktor (NF-kB) steji doke jako mitogenem aktivovana protein kindza (Li
et al; 2000).

IL-17B mRNA je exprimovana ve slinivce deéggho ¢loveka, v tenkém gew a
Zaludku, zatimco IL-17C mRNA neni detekovana wngatkani dosgiého jedince.
Exprese IL-17C je mnohem vice omezena a pouze vzacnizeme najit v prostat
dosglce a ve fetélni ledvih Zadna exprese IL-17B nebo IL-17C nebyla nalezena
v aktivovanych T bikk4ch. IL-17B a IL-17C indukuji uvolmi TNF-a a IL-1B
z monocytické bugtné linie, THP-1, zatimco IL-17A mé zde velmi mafgld. V THP-

1 buikdch nebyla nalezena 2&dn& indukce &,-1IL-6, IFN-y nebo G-CSF.
Fluorescetni analyza ukazala, Ze IL-17B a IL-17C se vazouHPT1. Naopak IL-17B
a IL-17C nejsou aktivni ve stimulaci lidskych filtasti k produkci IL-6 a nevazou se

k lidské IL-17 receptorové extracelularni doréaé€hi et al; 2000).



IL-17D je vylwovany cytokin s homologii k protaim IL-17 rodiny. IL-17D je
prioritné exprimovan v kosternim svalstvu, mozku, tukovénikdlicich, srdci a ve
slinivce. Risobenim rekombinantnim IL-17D (rIL-17D) na endctkli buiky,
stimulovalo produkci IL-6, IL-8 a GM-CSF (Starndsag; 2002).

Exprese IL-17E je dosti nizka, aleize byt detekovana pomoci PCRiuzmych
perifernich tk&nich. IL-17E ma silny proz#livy efekt in vitro i in vivo, indukuje
produkci IL-8. Projev IL-17E indukuje patologickéngny v mnoha tkanich, zvIast
v jatrech, srdci a plicich, charakterizovany sm@éerzartlivou buré¢nou infiltraci,
epitelialni hyperplasii a hypertrofii. Tedy, IL-17& zda byt unikatni pleiotropicky
cytokin, ktery se angazuje v systémové Th2 oddovs tkdiové specifickymi
imunologickymi a patologickymi zeémami (Aggarwal, Gurney; 2002).

Exprese IL-17F je mnohem kompl€jdi, nez ostatnélenové rodiny IL-17. Byly
nalezeny d¥ rozdilné isoformy lidského interleukinu 17F — I§ie delSi (Kawaguchi et
al.; 2001). IL-17F je demonstrovan v aktivovanyclonocytech. IL-17F je schopny
podporovat produkci IL-6, IL-8 a G-CSF z Siroké I§kBurek. IL-17A a IL-17F maji
znany stup@& sekverni homologie a funéni podobnosti. Festo rkteré typy tkani,
véetre jater, plic, vajénika a fetalnich jater, exprimuji pouze IL-17F. IL-1ka ve
srovnani s IL-17A SirSi tkéovou distribuci a vice dznorodé biologické funkce
(Kawaguchi et al.; 2004).

1.5.4. Regulace exprese IL-17

IL-17 je vytvden priméarg, ne-li vylweng, T buikami. Zjistilo se, Ze ocb CD4+ i
CD8+ T bwky mohou produkovat IL-17. Jako mnoho cytakirak i IL-17 je rychle
indukovan v primarnich T kikach po stimulaci T-buitného receptoru (TCR)i@s
CD3 molekulu. Pomoci IL-23 je mozné zvysit CD3-ikduanou expresi IL-17.
Nicmérg, produkce IL-17 miZze nastat autonomirv T buikach, takZze Zadné dendritické
buiky ani IL-23 neni pdeba pro podporu kratkodobé produkce IL-17 (Liulet2905).

IL-23 indukuje diferenciaci nezralych CD4+ Turk na pomocné T hiky
(Th17/Th.17), které produkuji IL-17A, IL-17F, IL-6 a TNE; ale ne IFNy a IL-4
(lwakura, Ishigame; 2006). IL-23 je heterodimerickytokin, ktery sdili jednu
podjednotku, p40, s IL-12 (Aggarwal et al.; 200Bylo ukadzano, Ze transgenni over-
exprese druhé komponenty interleukinu-23, pl9, lbdataténa k indukci za&tu a

piedcasné smrti (Wiekowski et al.; 2001).



Liu a kolektiv zkoumali kinetiku sekrece IL-1ve slezinnych hbtkach (Sb) a
buinkach lymfatickych uzlin (bLU) v odp@di na standartni T bétiny stimul, &etng
agonistickych protilatek k CD3 a CD28 molekulam.cBatorové zesihi anti-CD3
protilatkou, vyvolalo u Sb/bLU sekreci detekovattio mnozstvi interleukinu-17. Sest
hodin po stimulaci se jeho produkce ragidivySila a pak jestvzrostla za 72 hodin
stimulace. Stimulace anti-CD28 protilatkou samotneindukovala produkci IL-17 (Liu
et al.; 2005). Tento model seepvapiv odliSoval od produkce IL-2, ktera byla
dramaticky zvySena po stimulaci CD28 molekuly. Mdjprtomu, stimulaci CD3
molekuly nebyl ziskan zadny IL-2 (Liu et al.; 2005)

Zajimavy rys IL-17 je, Ze se zda byt produkoydimar® panétovymi T buikami.
Ackoli produkce IL-17 neni omezena dwa Thl nebo Th2 subpopulaci, palové
buiky se zdaji byt primarnim producentem tohoto cytaki lidi a u mysi (Aggarwal et
al; 2003). Fakt, ze IL-17 je paitovy cytokin vytvd&eny pouze T btkami, zahrnuje
jeho roli ve zptné odpo¥di. A stejré jako pro-zastlivé cytokiny IL-13 a TNFa
aktivuje IL-17 girozenou imunitni odpad’ v paiatenich stadii infekce (Liu et al.;
2005).

Spojeni IL-23/IL-17 hrajetdezitou roli v rozvoji chronického zétu a v hostitelské

obrare proti bakterialni infekci;

1) U chronické infekce, antigenem stimulovana derckdi buika a makrofag
produkuji 1L-23, ktery podporuje rozvoj Thl7 hkikn Th1l7 buky produkuji IL-17,
ktery zvySi T buicnou proliferaci a spousti silnou zdlivou odpowvd indukci
produkce gkolika riznych prozaétlivych mediatofi. 1L-23 také @isobi na dendritické
bunky a makrofagy autokrinnim/parakrinnim mechanismanm stimulaci produkcece

prozartlivych cytoking, jako jsou IL-1, IL-6 a TNFa (Iwakura, Ishigame; 2006).

2) Proti bakterialni infekci, IL-23 je rychle produkéw aktivovanymi makrofagy
a dendritickymi bikami v mist infekce. IL-23 poté aktivuje lokalni populace Thl7
burék a dalSi biikky produkujici IL-17, jako nagklad CD8+ T lymfocyty. Produkce IL-
17 €mito buikami indukuje produkci G-CSF ze stromélnich &urlL-23/IL-17/G-CSF
cesta zvysi odvod neutrafildo mista infekce. Timigpiva k znteni extracelularnich

bakterii (Iwakura, Ishigame; 2006).



1.5.5. IL-17 se dastni mnoha chorob

Zda se, Zeclenové rodiny IL-17 hraji aktivni roli v zétlivych chorobéch,
autoimunitnich chorobach, v obgahostitele proti cizim patogém a také v rakovia
To ukazujecleny IL-17 rodiny a jejich receptory jako potendiélcile pro budouci
farmakoterapie (Kolls, Lindén; 2004).¢ina experimentalnichidlazi nazng&uje, Ze
rodina IL-17 podporuje lokalni zé&n tkare, prevadzre navozenim uvokni pro-
zéaretlivych a neutrofily-mobilizujicich cytokiin (Fossiez et al.; 1996). Bylo zg$io, Ze
IL-17A, a nejspiSe také IL-17F, podporuji granulépo (Schwarzenberger et al.; 1998),
akumulaci a aktivaci neutrofil v plicich (Lindén et al.; 2000), kloubech (Lotz ait

1996), centralnim nervovém systému a v tkémvst (Kolls and Lindén; 2004).

IL-17 a plicni choroby Alergické astma je charakterizovano lokalni Thaunitni
odpowdi zahrnujici zriny remodelingu ¥etre epitelialni hypertrofie, subepitelialni
fibrozu, hyperplazii poharkovych bék a hyperreaktivitu dychacich cest. S8asné
studie podaly tkaz, Ze IL-17A a IL-17F jsou zahrnuty &hto patologickych jevech
(McParland et al.; 2003). Bylo zj&to, Ze IL-17A je schopen indukovat expresi dvou
mucinovych gefi, MUC5AC a MUC5B, v bronchialnich epitelidlnichiikach. Over-
exprese IL-17F také Usti v expresi mucinového genaké v hyperplazii poharkovych
burgk (Kawaguchi et al.;2004). V obstruktivnich chafich dychacich cestcetns
bronchialniho astmatu a chronické obstruktivni rglic choroby, je hlavni
charakteristikou akumulace neutréfir dychacich cestach (Lindén et al.; 2000). Odvod
neutrofili do dychacich cest je regulovaieg sf chemokiri, jejichz dilezitym zdrojem
jsou bronchidlni epitelialni kiky a vaskularni endotelialni bky (Kolls et al.; 2003).
Neutrofily uvolni mediatory, kteréfigpeji k poskozeni plicni tkan Neutrofily mohou
také produkovat volné kyslikové radikaly, které&iggbi zvySeni transkripce mRNA
silného neutrofilniho chemoatraktantu IL-8 v broidbhich epitelidlnich biikach
(Jorens et al.; 1992). Navic, mohou neutrofily mtopro-zartlivy cytokin TNF-a
(tumor necrosis faktom), jehoz zvySena produkce je nalézana u obstruktivohorob
dychacich cest. Tento cytokinie zmisobit nadmirnou gecitlivélost bronchialnich
hladkych sval, pravd&podobr pies uvolgni CXC chemokinu IL-8 z bronchialnich
epitelialnich budk (Lindén; 2003).

IL-17A a IL-17F indukuji takédkolik pro-fibrotickych cytokini, nagiklad IL-6, IL-
11 a TGFB. Tyto cytokiny byly nalezeny u pacidns astmatem (Chakir et al.; 2003).



Celkem vzato, IL-17 je zahrnut v plicnich ormmmenich a za#tech v mnoha

stupnichgasté&né diky indukci dalSich cytokina chemokig.

IL-17 a anti-mikrobialni aktivita Sowasné poznatky, na zakkadtudii in vitro,
ukazuji zahrnuti IL-17 v hostitelskych obrannych cimnismech (Kawaguchi et al.;
2004). IL-17A a IL-17F jsou zahrnuty v obrannychamanismech hostitele proti gram-
negativnim bakteriim, jako j&lebsiella pneumoniagYe et al.; 2001). Podobna
pozorovani jsou také u endotoiinako takovych (Larrson et al.; 2000). IL-17A
indukuje expresi lidskéh@-defensinu-2 (hBD-2) a makrofagového pro-téného
protienu 3 (MIP-3). Oba, hBD-2 a MIP-3, jsou nezigykomponentyifirozené imunity
dychacich cest. Proto, stimafd efekt IL-17A na expresi hBD-2 a MIP-3, spoliek¢
aktivitou v odvodu neutrofil a jejich aktivaci, ukazuje tdezitou roli IL-17A
v hostitelské obrah v ramci grirozené imunitni odpasdi. Bylo zjiS&no, Ze mysi,
kterym chybi receptor pro IL-17A, IL-17R, nejsothepné rozvinout imunitni odpéw’
na infekciKlebsiella pneumonia& dychacich cestach (Ye et al.; 2001). To je rigjsp
diky napada snizenému odvodu neutrdfil do broncho-alveolarniho prostoru
souvisejicim se sniZzenou slezinnou granulopoetiaddpowdi na infekci a zmenSeni
lokalni G-CSF produkci (Ye et al.; 2001).

IL-17 a rheumatoid arthritidaRevmaticka artritida je charakterizovana chroyiok
zaretem a destrukci kosti a chrupavky (Aggarwal et aD02). Strukturalni zemy
spojené s chorobou jsalasté&né zpisobené zvySenim produkce NO. IL-17 stimuluje
produkci NO a dalSich katabolickych enzymlidskych chrupavkach , a tim igobuje
snizeni proliferace chondrodya syntézy proteoglyk@n(Honorati et al.; 2001). Navic,
IL-17 spolu s IL-B a TNF stimuluji osteoblasty k sekreci cytakjako jsou GM-CSF a
IL-6, které zpisobuji destrukci chrupavky a zvySuji takemi kloubu (van Bezooijen et
al.; 2002). Pouzitim protilatek proti IL-17 je marsnizit antigenem indukovanou
artritidu. Bylo to dokazano pokusem na mySiohvivo, kdy po podani anti-1L-17
protilatky doslo ke zmirni kloubniho poSkozovani a také ke sniZzeni IL-6y@im séru
(Lubberts et al.; 2004).

IL-17E v alergickych reakci¢hDalSi ¢len rodiny IL-17, IL-17E, indukuje expresi
rozdilné sady cytokinovych géra je zahrnut v Th2 typu imunitni odpair. Over-
exprese IL-17E usti v eosinofilii dychacich cesteazvySeni hladin IL-5, IL-13 a IgE
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v séru. Navic, epitelidlni Iky dychacich cest produkuji vice hlenu po

intraperitonealnim podani rekombinantu IL-17E (Kguwehi et al.; 2004).

Mnoho experimeit dokazalo, Zeclenové rodiny IL-17 jsou zapojeny do
specifickych zaétlivych proces vedoucich k mobilizaci granulogytRole IL-17A , a
castén¢ také IL-17F, je podpora granulopoézy, akumulaceakéivace neutrofil
v plicich, kloubech, centralnim nervovém systénstre@vni tkani. IL-17A a IL-17F jsou
také dilezitymi hr&i v hostitelské obranproti patogeim. To umisuje IL-17A a IL-
17F do rozhrani mezifjpozenou a ziskanou imunitou. IL-17E je zas@editou
komponentou v alergickych reakcich. Specifické matilena IL-17 rodiny v fiznych
chorobach je f@dukuje byt cilem pro dalSi studie terapeutického vifuliiokovani

nebo regulace funkceédhto proteir.

11



2. CILE PRACE

> indukce IL-17 v mySich splenocytech pomoci anti-Gid&tilatky
> dynamika produkce IL-17
> hodnoceni vlivu extraktu ze slinnych Zlaz a sliistéte Ixodes ricinusa

produkci IL-17
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Laboratorni zvirata
V praci byly pouzity inbredni mysi kmene C3Eh@rles River, Germany) a kigta

Ixodes ricinugchov Parazitologicky ustav, BC AIR, Ceské Budjovice).

3.2. Pouzité chemikalie
3.2.1. ELISA IL-17

K pokusu byla pouzita kom# dostupna sada Mouse IL-17A ELISA Ready-SET-
Go!, eBioscience (Cat.No. 88-7371-88). Tato sadaabbvala vSechny nezbytné
reagencie a pufry pro kvantitativni zfani mysSiho IL-17A proteinu metodou ELISA

(enzyme linked immunosorbent assay).

Komponenta Upiresréni
Vazebna protilatka purifikovana protilatka anti-rsedL-17A
Detekeni protilatka biotin-konjugované protilatka
rekombinantni cytokin IL-17A pro vytieni
Standard standardni ®Kvky a kalibraci vzorku, koncentrace
1 pg/ml
ELISA/ELISPOT pied pouzitim se raedil v 11 dHO a gefiltroval
vazebny pufr pres filtr 0,22um
Redici roztok 5x koncentrovany
Enzym enzym streptavidin peroxidaza HRP
Substratovy roztok tetramethylbenzidin (TMB)
Stop roztok 2M HSOy

3.2.2. ELISA IFN-gama

K pokusu byly pouzity koma&w pripravena purifikovana protilatka (BD
Pharmingen, USA; Cat.No. 551216), biotin-konjugdvanotilatka (BD Pharmingen,
USA; Cat.No. 554410) a rekombinantni cytokin IFNR&D Systems, UK; Cat.No.
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485-MI) pro kvantitativni zréfeni mysSiho IFNy proteinu metodou ELISA (enzyme

linked immunosorbent assay).

Komponenta Upfesréni
Vazebnd protilatka purifikovana protilatka anti-nseUFNy
Detekeni protilatka biotin-konjugované protilatka

rekombinantni cytokin IFN-pro vytvaeni
Standard standardni #vky a kalibraci vzorku,
koncentrace 2Qg/ml

uhlicitanovy pufr pH 9,4 (0,43 g NaHG(0,53
g Na&CO; ve 100 ml dHO)

Redici roztok roztok PBS s 10% PTS

Vazebny roztok

Enzym streptavidin peroxidaza HRegni 1:1000
fosfo-citratovy pufr: 10 ml dkD, 4 mg OPD, 4
ul H20;, (30%)

Stop roztok 2M HSOy

Substratovy roztok

3.2.3. Barveni burk

Pro barveni mysich slezinnych bkinbyl pouzit Cell Counting Kit-8 (Sigma-
Aldrich, Svycarsko), a to 1@l na jamku 96-jamkového panelu. Cell Counting Kit-8
(CCK-8) obsahuje ve v@drozpustnou @ tetrazolium 8 [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-
3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetraroh, monosodna id]. Tato il je
redukovana dehydrogenasami vikach na oranzav zbarveny produkt, formazan.
Mnozstvi formazanového barviva jgipmo angrné pa&tu zivych burk. Konkrétni
hodnoty lze ziskat #tenim barvenych bwhk na spektrofotometru (Multiskan
MCC/340) i vinové délce 450 nm.
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3.3. Fiprava bunééné suspenze mysich splenodit

Burééna suspenze bylafipravena z mySi sleziny. Slezina byla zhomogeninava
protlatenim pes sitko a promichana s médiem RPMI 1640. Splendoyty tikrat
centrifugovany po 10 minutachiipl.000 g. Po kazdé centrifugaci byly promyty
cerstvym zakladnim médiem RPMI 1640.

Promyté splenocyty byly dogimy kultivatnim médiem a nasazeny do jamek 96-
jamkové mikrotitr&ni destéky (TPP, Svycarsko) v mnoZstvi®lBurik ve 100ul.
Kultivacni médium: RPMI 1640 + 5% BOFES (bovinni fetalniusé) + 1% L-glutamin

+ 1%antibiotika + 0,1% 2-merkaptoethanol.

3.4. Riprava klistécich slin

Sliny byly ziskany ze satiak KkliStte Ixodes ricinus které saly na moatech po
dobu 6-7 dni. Naséaté kiidta se zafixovala na podlozni skib a na hypostom jim byla
nasazena tenka kapilara. Shih bylo vyvolano aplikaci 1-3ud roztoku pilocarpinu
v alkoholu (5mg do 10@l ethanolu) na ibet klistte. Takto pipravena kligata byla
umis€na do termostatuipteplot 37°C. Po dvou hodinach se sliny z kapilatgnesly
do mikrozkumavky. Sliny se uchovavaji zmrazefidgplot -70°C.

3.5. Riprava SGE

Slinné Zlazy byly isolovdny z 20 samic kit Ixodes ricinus které saly na
mortatech 6-7 dni. Z vypitvanych Zlaz uchovanych venmz&uce s1 ml PBS byl
piipraven homogenat sonikaci na ultrazvukovém homiag@ru. Ke kazdému SGE
byly pridany inhibitory protedz (Protease inhibitor cogtéigma) fedény 1:500.
VzniklA suspenze byla centrifugovand @4.000 g po dobu 30 minut ZAwbdu
odstragni nerozpustné frakce. Poté byla stanovena korammproteinu v supernatantu,
ktera byva 400-50Q0g/ml. SGE se uchovavaji zamraZetiégplot -70°C.
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3.6. Schéma jednotlivych pokué
3.6.1. Dynamika produkce IL-17

K pokusu byly pouzity mysSi splenocyty. Keni pa@tu burék bylo pouZito
Birkerovy komiirky. K promytym slezinnym hikam bylo gidano kultiv&ni médium
tak, aby v kazdé jamce 96-jamkové dastibylo 16 bunsk ve 100ul. Buiky byly
stimulovany pidanim 50ul anti-CD3 protilatky v konéné koncentraci 2ig/ml pro
produkci IL-17. Jako kontrola byla vytiena triplikace jamek s likami bez stimulace
anti-CD3 protilatkou. Poté byla desta inkubovana v termostatuipeplot 37°C a
3,5% CQ. Supernatanty byly odebiranycasovych intervalech 2, 4, 8, 24, 48 a 72
hodin, vZdy zeif jamek, a testovany metodou ELISA.

3.6.2. Vliv SGE na produkci IL-17 splenocyty po sthulaci anti-CD3 protilatkou
Jednotlivé jamky obsahovaly®1Bunsk ve 100ul, které byly stimulovany fdanim

50 ul anti-CD3 protilatky a dale knim bylo figano 50 ul SGE v konénych

koncentracich 20, 5 a dg/ml vzdy v triplikaci. SGE byl fidan ve stejnéntase jako

anti-CD3 protilatka, tj. wase nula. Pro kontrolu byla vyttema triplikace jamek s

buikami stimulovanymi anti-CD3, ale bezigéni SGE. Satasti kontroly byly také

inhibitory proteaz, které byly fjddvany ve stejnych koncentracich jako SGE.

Supernatanty byly odebrany po 48 hodinach a testonéetodou ELISA.

Na zaklad vysledki praw popsaného pokusu byl proveden tentyZ pokus zrjenu,
s jinymi koncentracemi SGE, a to konkréthO, 1 a 0,lug/ml. Ostatni parametry a

postup byly zachovany.

3.6.3. Mechanismus fisobeni SGE na IL-17

K pokusu byl pouzit rekombinantni IL-17A (eBayence, USA) 2 v 1 mlfediciho
roztoku, ktery byl 2 hodiny preinkubovan s SGE mdéentracich 10, 1 a 0y g/ml.
Stejny postup byl proveden i s inhibitory protedkoncentracich odpovidajicich SGE

v uzitychtednich. Poté bylo mnozstvi IL-17 stanoveno metodolSAL
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3.6.4. Vliv SGE na produkci IL-17 v zavislosti n&ase gFidani anti-CD3 protilatky

Byly pripraveny triplikace jamek s mysimi splenocyty v rastyi 16 bursk ve 100
ul na jamku.Cas, kdy byla k bikam gidana anti-CD3 protilatka pro indukci IL-17, byl
nazvantasem nula.

Vcéase -2 hodin bylo do prvni trojice jamekidano 50 ul SGE o koneéné
koncentraci 1Qug/ml.

Po dvou hodinach, tj. §ase 0, bylo do prvni trojice jamekigano 50ul anti-CD3
protilatky. Ta byla roviz pridana do druhé a&sti triplikace jamek. Dale bylo ve stejnou
dobu gidano 50ul SGE o stejné koncentraci do druhé triplikace .

Po dalSich dvou hodinach, tfase +2 hodin, bylofdldno po 50ul SGE do jamek
tieti triplikace.

Souwasti kontroly byly inhibitory proteaz, které bylyfiggvany ve stejnych
koncentracich a stejnyatasovych intervalech jako SGE. Supernatanty bylybodtey

po 24 hodinich odasu nula a testovany metodou ELISA.

3.6.5. Vliv SGE na produkci IL-17 v zavislosti nafase gFidani po stimulaci anti-
CD3 protilatkou

Jednotlivé jamky obsahovaly ®16unsk ve 100 pl, které byly stimulovany
piidanim 50ul anti-CD3 protilatky. Dale k nim byl fjdan 50 ul SGE v konéné
koncentraci 1Qug/ml. Do prvni triplikace byl SGEfman ve stejnéntase jako anti-
CDa3 protilatka, tj. wase nula. Do druhé triplikace se SGE nanesl 2 lautinstimulace
burgk, tj v éase +2 hodiny. Do dalSich triplikaci byl SGEdavan véasech +4, +8 a
+12 hodin. Pro kontrolu byly vyti¥eny triplikace jamek s kikami bez stimulace anti-
CD3 protilatkou a s hikami stimulovanymi anti-CD3, ale bez SGE. Sasti kontroly
byly také inhibitory protedz, které bylyigavany ve stejnych koncentracich jako SGE a
stejnych¢asovych intervalech jako SGE. Supernatanty byhyboiley po 24 hodinach a

testovany metodou ELISA.

3.6.6. Porovnani vlivu SGE a klidtcich slin na produkci IL-17 po stimulaci anti-
CD3 protilatkou

Do kazdé jamky byloipraveno 16 mysich slezinnych bwk ve 100ul media.
Bunky byly stimulovany pidanim 50ul anti-CD3 protilatky (2ul a-CD3 v 1 ml media)
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pro produkci IL-17. Dale bylo do jamekiigano 50 ul SGE tak, aby vysledné
koncentrace byly 10, 1, 0,1 a 0,Q@/ml v¢asovém intervalu +8 hodin od stimulace
burgk anti-CD3 protilatkou. Do jinych jamek bylyfigany klis&ci sliny po 50ul o

stejnych konénych koncentracich a ve stejnégasovém intervalu jako SGE.

Supernatanty byly odebrany po 24 hodinach a testonéetodou ELISA.

Souasti pokusu bylo také promyti jedné trojice jamekbuskami
stimulovanymi anti-CD3 protilatkou po 1 hodinnkubace v termostatu. Cilem bylo
Zjistit, zda stai kratkodoba stimulace bgk anti-CD3 protilatkou a zda produkce IL-17
dale probiha bez dalSi stimulace. &sti kontroly byly biiky bez stimulace anti-CD3
protilatkou.

3.6.7. Vliv slin na produkci IL-17 a IFN-gama v zawslosti na ¢ase gFidani po
stimulaci anti-CD3 protilatkou

V pislusnych jamkach mikrotittai destéky bylo po 16 splenocyt ve 100 pl
média, které byly stimulovanyfiganim 50ul anti-CD3 protilatky. Poté bylo do kazdé
jamky pridano po 50ul klistécich slin v kon&né koncentraci 1Qug/ml. Sliny byly
pridavany véasovych intervalech 0, +2, +4, +8, +12 a +16 hadirstimulace anti-CD3
protilatkou. Supernatanty byly odebrany po 24 hadh odc¢asu nula a testovany
metodou ELISA na IL-17 a IFN-gama.

Souasti tohoto pokusu bylo také barveni &urmpo odebrani supernaténpro
stanoveni vySe zménych cytokini. Bunky se barvily pomoci Cell Counting Kit-8, a to
10 pl barvy na jamku. Po hodininkubace v termostatu byl obsah jamekémn na
spektrofotometru ip vinové délce 450 nm. Cilem pokusu bylo zjistdazmaji sliny vliv
na proliferaci bugk. Je mozné, Ze navazani Kdth slin na biikky inhibuje jejich

déleni, proto se sniZzuje i mnozstvi vyprodukovanéytokinu.
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3.7. ELISA test
3.7.1. Kvantitativni stanoveni cytokinu IL-17

Vazebnd protilatka byla fexkna tak, Ze 48l protilatky bylo gidano do 12 ml
vazebného roztoku a po 50 byla napipetovana dofiglusnych jamek 96-jamkové
destéky (NUNC Maxisorp 96). Destka byla inkubovanaies noc ve vihké kofmce
pii teplog 4°C.

Druhy den byly jamky 5x promyty promyvacioztokem a poté vyblokovany 100
ul fediciho roztoku. Po jedné hodimkubace ve vihké kofmce @i laboratorni teplat
byly jamky ot promyty a do fisluSnych jamek bylo napipetovano po o0
testovanych vzork Dale byla vytveéena kalibréni kiivka naedénim standardu IL-17
dvojkovou fadou ze 2 ng/ml aZz na nulovou koncentraci. Wela& destika byla
inkubovana 2 hodinyiplaboratorni teplat nebo pes noc g 4°C.

Treti den byly jamky 5x promyty promyvacim roztokerbydo pidano po 5Qul na
jamku naediné detekni protilatky. Redsni bylo provedeno tak, Ze 48 protilatky bylo
pifidano k 12 mlrediciho roztoku. Destka byla inkubovandip laboratorni teplat 1
hodinu. Poté byla deska ot promyta a do jamek bylo pipetovano po kD
naredného konjugatu Avidin peroxidazy, a to ve stejnémkni jako u @edchozi
protilatky. Desttka byla uza¥ena a inkubovana 30 minutiplaboratorni teplat
V dalSim kroku byly jamky promyty 7x. Poté byldigdno po 50ul substratového
roztoku do kazdé jamky a de#ta byla inkubovana 15 minut ve &nVyvoj barevné
reakce byl zastaveniiganim HSO, po 25ul na jamku a naslednbyly zmgieny
hodnoty absorbance na spektrofotometru (Multiskab¥B40) i vinové délce 450

nm.

3.7.2. Kvantitativni stanoveni cytokinu IFNy

Nejprve byla n@dna vazebna protilatka, a topd protilatky do 2 ml vazebného
roztoku a po 50ul byla napipetovana dofiglusnych jamek 96-jamkové destly
(NUNC Maxisorp 96). Destka byla inkubovanaips noc ve vihké kofirce i teplog
4°C.

Druhy den byly jamky 5x promyty pronagim roztokem a poté byly

vyblokovany 200ul fediciho roztoku PBS s 10% PTS. Po jedné hodikubace ve
vihké komirce i laboratorni teplat byly jamky ot 5x promyty a do fisluSnych

jamek bylo naneseno po 5@ testovanych vzork a rekombinantni cytokin jako
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standardrediny dvojkovouiadou z 10 ng/ml aZz na nulovou koncentraci pro w@md
kalibratni kiivky. Uzawena destika byla inkubovana 6 hodintiplaboratorni teplat
nebo pes noc p 4°C.

Treti den byly jamky 5x promyty promyvacim roztokerbydo pidano po 5Qul na
jamku naedsné detekni protilatky. Redéni bylo provedenoifidanim 4ul biotinylované
protilatky k 1 mlfediciho roztoku. Destka byla inkubovanaip laboratorni teplat 1
hodinu. Poté byla deska opt promyta a do jamek bylo napipetovano po 100
naredného konjugatu streptavidin peroxidazy, a to 10lUDestéka byla uzaiena a
inkubovana 30 minutip laboratorni teplat V dalSim kroku byly jamky 7x promyty.
Poté bylo pidano po 100ul substratového roztoku do kazdé jamky a dkatibyla
inkubovana 15 minut ve tfn Substratovy roztok byl vzdyfipraven &snré pred
pouzitim. BEhem této doby peroxid vodiku uvolni kyslik, ktemgiduje chromogen OPD
a vznikne tak charakteristickd barevna reakce. Yyarevné reakce byl zastaven
pfidanim BSO, po 50l na jamku a naslednbyly zmsieny hodnoty absorbance na
spektrofotometru (Multiskan MCC/340fivInové délce 450 nm.

3.8. Zpracovani vysledk

VSechny vzorky jednotlivych pokiusbyly nasazovany v triplikacich. #néry a
smerodatné odchylky byly sg@tany pomoci programu Microsoft Excel. R@gngrafy
byly vytvoreny pomoci programu Excel. Statistické vyhodnockylio provedeno
programem Statistika 7. Pouzitym testem byla amalgriace (jednocestna ANOVA).
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4. VYSLEDKY
4.1. Dynamika produkce IL-17

Prvotnim cilem bylo dit dynamiku produkce interleukinu-17 mySimi spleytygpo
jejich stimulaci anti-CD3 protilatkou (graf 1). Bybozorovana mala produkce IL-17 jiz
po 4 a 8 hodinach po stimulaci. Rapidniaséibyl zaznamenan po 24 hodinach, kdy byl
témei desetindsobny. Dale mnoZstvi cytokinu rostlo pojaisobcich, az do 72 hodin
od stimulu. Jako kontrola byly pouzityitky bez stimulace anti-CD3 protilatkou.

2,5+

1,5

0,5
0 —_ == = \ —_— —_—
4 8 24

0 48 72

mIL-17
O kontrola

koncentrace IL-17 [ng/ml]

€as [hod]

Graf 1: Produkce cytokinu IL-17 stimulovanymi my$splenocyty anti-CD3 protilatkou (2g/ml).

4.2. Vliv SGE na produkci IL-17 splenocyty po stimiaci anti-CD3 protilatkou

Tento pokus #i za cil zjistit, jak se bude &nit produkce IL-17 po fiddani extraktu
ze slinnych Zlaz kligte (SGE), oiiznych koncentracich, ke stimulovanym splentayt
(graf 2A, B). Schéma pokusu popisuje kapitola 3.82nejvyrazrijSimu poklesu
mnozstvi IL-17 doSlo u SGE o koncentraci g/ml, konkrétg o 37%. K mnohem
mensi, pesto stale zri@é inhibici doslo také u SGE o koncentraqidml (o 15,5%).
Z tohoto divodu byl proveden tentyZz pokus znovu, jen s men&bnicentracemi SGE
(graf 2B). | zde bylo markantni potleni produkce IL-17, konkrénu SGE o
koncentraci 1Qug/ml, kde ubytekeinil 29%. Nejmensi koncentrace SGE (@d/ml),
ktera byla pouzita, inhibovala jen nepé&trRozdil byl pouhé 3 procenta.

Souasti kontrol obou tesdt byly inhibitory proteaz v koncentracich shodnych
s koncentracemi v SGE. Inhibitory proteazlynna sniZzeni mnozstvi IL-17 minimalni,
takika zanedbatelny vliv.
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Graf 2A: Vliv extraktu slinnych zlaz na produkci-ll7 splenocyty po stimulaci anti-CD3 protilatkou;
koncentrace SGE: 20, 5 aufy/ml; koncentrace anti-CD3: 2g/ml; IP = inhibitory proteaz; * statisticky
vyznamny rozdil oproti kontrole (p< 0,05).
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Graf 2B: Vliv extraktu slinnych zlaz na produkci-Il7 splenocyty po stimulaci anti-CD3 protilatkou;
koncentrace SGE: 10, 1 a @d/ml; koncentrace anti-CD3: &g/ml; IP = inhibitory proteaz; * statisticky
vyznamny rozdil oproti kontrole (p< 0,05).

4. 3. Mechanismus fisobeni SGE na IL-17

Jak ukazal iedchozi pokus, mnoZstvi IL-17 zm& klesne po pdani extraktu ze
slinnych Zlaz kligtte. Otdzkou ovSem bylo, zda se SGE vaim@ na interleukin-17,
nebo zda ovlivani produkce IL-17 je dano interakci SGE sikami. Postup pokusu
popisuje kapitola 3.6.3. Vysledek zobrazuje graK$wokusu byl pouzit rekombinantni
IL-17. Jak je z grafu patrné, jeho mnozstvi se ¢mlm po gidani SGE ani inhibitdr
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proteaz, které byly s@asti kontroly. Z toho plyne, Ze SGE se vaze nakpua tim
inhibuje produkci IL-17.
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Graf 3: Mechanismusigobeni extraktu slinnych Zlaz na interleukin 17dentrace rekombinantniho IL-
17: 2ug/ml; koncentrace SGE: 10, 1 a @g/ml; IP = inhibitory proteéaz.

4. 4. Vliv SGE na produkci IL-17 v zavislosti nafase Fidani anti-CD3 protilatky
Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda na predwcytokinu ma gjaky vliv, je-li anti-
CD3 protilatka pidana sotasrg, diiv nebo pozdji nez SGE. Jednotlivé kroky pokusu
jsou vypsany v kapitole 3.6.4. Z grafu (graf 4)rfjedn&n¢ vyplyva, Ze pro dosazeni

nejwtsiho efektu inhibice byloi¢ba pidat SGE aZz po stimulaci bék anti-CD3
protilatkou. V tomto pipact kleslo mnoZstvi IL-17 o 42%. Byl-li SGEidan dive nez
byly buiky stimulovany anti-CD3, byla produkce cytokinu Zria o 35%. Jako
nejmérk ucinné se ukazalofwlani SGE spolu se stimulem. Zde byl pokles o pohhy
22%.

Souasti kontroly byly inhibitory proteaz. Zde byl pekl IL-17 maly, pesto potvrdil
vysledky provedené s SGE. K n&§imu poklesu doSlo ro¥a vcase +2 a

k nejmenSimu ¥ase nula.
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Graf 4: Vliv extraktu slinnych Zl4z na produkci II7 v zavislosti n&ase pidani anti-CD3 protilatky;
koncentrace anti-CD3: 2ig/ml; koncentrace SGE: 1Qg/ml; IP = inhibitory proteaz; * statisticky
vyznamny rozdil oproti kontrole (p< 0,05).

4. 5. Vliv SGE na produkci IL-17 v zavislosti natase gFidani po stimulaci anti-CD3
protilatkou

Jak ukazaliedchozi pokus, nejlepsi jéigat extrakt ze slinnych Zlaz az po stimulaci
burék s anti-CD3 protilatkou. DalSim cilem bylo tedysti, ve kterémtase po stimulu
je nejvyhodwjSi SGE pidat, abychom doséahli nejisiho efektu inhibice. Schéma
pokusu je popsano v kapitole 3.6.5. Vysledny ggedf(5) ukazuje, Ze k nejtsi inhibici
doSlo vcase +8, konkrétho 55%. To potvrdily i inhibitory proteaz, kterélpysowasti
kontroly. Od¢asu 0 po +4 dochézelo k pozvolnému poklesu mnogsaviovovaného
cytokinu (o0 40%, 42% a 45% v tomtofpdi). V¢éase +12 se hodnota produkce IL-17

opct trochu zvysila, takze byla t&ihshodna s hodnotoudase +4.
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Graf 5: Vliv extraktu slinnych Zlaz kli&e na produkci IL-17 v zavislosti nsse pidani po stimulaci
anti-CD3 protilatkou; koncentrace anti-CD3:@/ml; koncentrace SGE: 1Qg/ml; IP = inhibitory
proteaz; * statisticky vyznamny rozdil oproti kasle (p< 0,05).

4. 6. Porovnani vlivu SGE a klicich slin na produkci IL-17 po stimulaci anti-CD3
protilatkou

Jiz byl dokazan inhibni efekt extraktu slinnych Zlaz, a také bylo zj&, Ze
k nejvyrazrjSimu poklesu IL-17 dochazi sase +8 od stimulace bk anti-CD3
protilatkou. RPedmétem dalSiho pokusu bylo porovnatinky SGE a slin na produkci
IL-17. Plan pokusu je popsan v kapitole 3.6.6. ¥glek pokusu vyjadije graf 6. Z &j
je na prvni pohled patrne, Ze sliny snizily mno#itvl7 mnohem vice nez SGE. A to
dokonce je&t pri koncentraci 0,01ug/ml, kde vliv SGE jiz nebyl patrny. Snizeni
mnoZzstvi cytokinu p koncentraci 10ug/ml SGE i slin je 0 39% a 44,5% v tomto

poradi. Vyrazné rozdily mezi SGE a slinami se udrijivSech jejich koncentracich.
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Graf 6: Porovnani vlivu extraktu slinnych zlaz &ficich slin na produkci IL-17 po stimulaci anti-CD3
protilatkou; koncentrace anti-CD3:@/ml; koncentrace SGE: 10, 1, 0,1 a 0,@ftml; koncentrace slin:

10, 1, 0,1 a 0,0Lg/ml; sliny a SGE byly fidany v¢ase +8 hod.; * statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrole (p< 0,05).

Souasti pokusu bylo promyti bek 1 hodinu po preinkubaci s anti-CD3 protilatkou.
Hodnoty promytych bu¥k se jen nepatinliSily od hodnot nestimulovanych béin
Z toho plyne, Ze jeréba dlouhodo}si stimulace bukk anti-CD3 protilatkou.
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4. 7. Vliv slin na produkci IL-17 a IFN-gama v zavslosti na ¢ase gFidani po
stimulaci anti-CD3 protilatkou

Vliv slin na sniZzeni produkce IL-17 byl dokazd&edchozim pokusem. Cilem tohoto
pokusu bylo zjistit, zda maji kli&ti sliny stejny dinek také na jiné cytokiny
produkované mySimi splenocyty stimulovanymi antidCprotilatkou. Pozornost byla
zametena na interferon gama (IFN- Postup pokusu je popsan v kapitole 3.6.7.
Vysledné grafy (graf 7A,B) ukazuji, Ze k n&$i inhibici ot doSlo véase +8, a to jak
u IL-17, tak u IFNy. U IFN-vy je pokles Wasech +4, +8 a +12 t&nshodny. Konkrétni
hodnoty sniZeni jsou o 8%, 9% a 7,7% v tomteado(graf 7A). Totéz plati i u IL-17,
jen s tim rozdilem, Ze doSlo ke sniZzeni o 31,5%% 3629% v tomto padi (graf 7B).
Navic je také velice silny inhitini (inek slin véase +2, kdy se mnozstvi IL-17 snizilo
0 27%. Naproti tomu ¥asech 0 a +16 je mnozstvi obou cytdkjen o rtco malo nizsi

nez hodnoty kontroly.
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Graf 5A: Vliv slin kliS&te Ixodes ricinusna produkci IFNy v zavislosti na&ase pidani po stimulaci anti-
CD3 protilatkou; koncentrace anti-CD3:@/ml; koncentrace slin: 1Qg/ml; * statisticky vyznamny

rozdil oproti kontrole (p< 0,05).
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Graf 5B: Vliv slin kliStte Ixodes ricinusna produkci IL-17 v zavislosti ngase pidani po stimulaci anti-
CD3 protilatkou; koncentrace anti-CD3:@/ml; koncentrace slin: 1Qg/ml; * statisticky vyznamny
rozdil oproti kontrole (p< 0,05).

Souésti pokusu bylo také barveni Bunpro zjiS€ni, zda maji sliny vliv na jejich
proliferaci. Nangtené hodnoty ukazaly, Zze mnozstvi Bknbylo snizené o 7% v
triplikacich jamek Wwase +4 a +8 hodin odfigani stimulu. Z toho plyne, Ze sliny
mohou sniZovat produkci IL-17, mimo jiné, pomodiibice ctleni burgk.
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5. DISKUSE

IL-17A je prototypovyclen nové rodiny cytokih a receptat, jejichz vlastnosti a
biologicky vyznam je teprve v gatcich vyzkumu. Mezi mnoho otazek tykajicich se
této rodiny paf, jak je exprese IL-17 regulovana. IL-17 je prim&arne-li vyluné,
produkovan T lymfocyty, nafklad po stimulaci T bu&ného receptoru anti-CD3
protilatkou (Liu et al.; 2005). Scasti mé prace bylo &eni dynamiky produkce
cytokinu IL-17 v danychtasovych intervalech. Jiz po osmi hodinach od stirrayllo
vyprodukovano mysSimi splenocyty detekovatelné mivdzytokinu. Rapidni naist byl
ovSem zaznamenam az po 24 hodinach, ktery délexmal stejnym tempem az do 72
hodin od stimulace b&k. Tyto vysledky jsou srovnatelné s vysledky LilKX(2005),
ktery k pokusu pouzil splenocyty izolované z C5&31mysi, jez také stimuloval anti-
CDa3 protilatkou.

Sani kligtte na hostiteli vyvolava vyraznou zdlivou reakci. IL-17 je pro-zaitlivy
cytokin, a stejy jako TNFe a IL-13 se @astni aktivace obrannych mechanism
piirozené imunity hostitele (Liu et al.; 2005). K&skteré se Zivi krvi suchozemskych
obratlovd, se musi potykat s imunitnimi mechanismy hostitBgem sani vpravuje
klist¢ do hostitele progednictvim slin latky, které inhibuji hemostazu &é&amunitni
systém. Imunosuprese je ndema jak proti nespecifické, tak specifické odfbv
imunitniho systému (Wikel, 1996).

Jednou 2Zasti mé prace bylo porovnat inhibi efekt fiznych koncentraci extraktu
slinnych Zlaz klidte na IL-17. Velky pokles tohoto cytokinu byl praéhn u
koncentrace SGE 2@/ml, a to o 37%. K menSimuigsto stale velkému, snizeni doslo
také @i koncentraci SGE 10ug/ml, kde udbytekc¢inil 29%. NejmensSi pouZzita
koncentrace SGE (0,ug/ml) nx¥la také na snizeni IL-17 vliv, avSak tk&
zanedbatelny. Pomoci rekombinantniho proteinu lljsé zjistila, Ze snizeni mnozstvi
cytokinu neni zfisobeno imou vazbou SGE na cytokin, nybrz navazanim molekul
obsazenych v SGE naitky. Presné uteni, zda dochazi k podleni produkce IL-17 ve
fazi transkripcei translace je otazkou pro dalsi vyzkum.

Je znamo, Ze extrakt slinnych Zlaz kt&Stpotl&uje T buréénou proliferaci a
moduluje imunitni odpox’ hostitele srrem k Th2 (Kové et al.; 2002). Pomoci
metody barveni butk a nasledného ztreni na spektrofotometru jsem potvrdila teorii
(Kovar et al.; 2001, Schoeler et al.;2000), ze sliny t&li& inhibuji proliferaci T

lymfocytia. AvSak ve vysledcich mého pokusu bylo snizenirjepatrné, zehoz Ize
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odvodit, Ze inhibice #gleni burgk neni nejspiSe jediny mechanismus p@&i produkce
IL-17.

DalSim vyznamnym zji&im bylo, Ze SGE (v koncentraci 1@/ml) nejvice sniZzuje
produkci cytokinu IL-17, je-li fidan az po stimulaci mysSich splenacyanti-CD3
protilatkou. Ridani SGE sotasré nebo d¥¢ hodiny ged stimulem, méa efekt inhibice
produkce mnohem mensi. DalSim krokem tedy bylat gagovy interval po stimulaci
burék, ve kterém dochazi k ngpgimu poklesu produkce cytokinu IL-17. Bylo
pozorovano, ze nejvyhodsi je pidat SGE 8 hodin po stimulaci. V tomtase doSlo ke
snizeni IL-17 az o 55%. Ztohoto vysledku se dazogat, Ze k inhibici produkce
cytokinu dochazi v ranych fazich jeho exprese.

Ramachandra a Wikel (1992) popsali poklesodpkci IL-1, IL-2, TNFea a IFN+y.
Bylo prokazano, Ze nejenze kié$a potlé&uji produkci Thl cytokif (IL-2, IFN-y), ale
zarover zvysuji produkci Th2 cytokin (IL-10, IL-4, IL-5, IL-6), které potlauji
proliferaci Thl lymfocyt a to ve prosgch Th2 populace (Schoeler and Wikel; 2001).
Thl populace lymfocyt se totiz uplatuje v rezistenci proti kligti. Cytokin IFN+y
inhibuje ctleni Th2 bugk. Hladinu IFNy klist¢ potlatuje (Mejri et al.; 2001). Toto
tvrzeni jsem si odtila pokusem, kdy jsem ke stimulovanym mySim splgtion anti-
CD3 protildtkou pidala sliny ziskané z 50 samic ké#& Ixodes ricinus.Sliny byly
pridany v koncentraci 1Qg/ml v niznychéasovych intervalechdhem 24 hodin. Sten
pridat klis€ci sliny 8 hodin po stimulaci bék.

Kli&'ata vyvinula ve fylogenezadu mechanisiiy které jim usnagliji sani krve tim,
Ze potl&uji nebo moduluji imunitni odp@d’ hostitele tak, aby jim co nejm&skodila.
Sowasti tchto mechanisin je i protizagtlivy efekt klisgcich slin. Rada
protizaretlivych molekul v kliSécich slinach byla jiz objevena (histamin-vazajici
molekuly Paesen G., inhibitory anafylatokin Ribeiro J.) a protizaslivy Gc¢inek
klistecciho SGE byl prokdzann vivo (Severinova J. et al.). Protizfilivé cinky
klistécich slin nepochybh souvisi s usnadnim penosu patogenjako je Borrelia
burgdorferislinami (SAT efekt, Pechova J. et al.; 2002) Poastibyla dosud énovana
Gcinku slin na pro-zastlivé cytokiny produkované makrofagy (IL-1, TNE-IL-6, IL-
12) a Thi lymfocyty (IFNy). Vliv kliStécich slin na no¥ objevenou subpopulaci Th
burék, Th17 linii, nebyl dosud zkoumaniitdm IL-17 funguje jako Kklasicky efektor
piirozené imunity a indukuje expresady prozastlivych mediatofi jako je IL-6,
proteiny akutni faze, G-CSF a PGE2 (Komiyama et a006). IL-17 vyraza
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synergizuje s jinymi pro-z&tivymi cytokiny jako je TNFe (McAllister et al.; 2005).
IL-17 je prostedkem , pomoci kterého systém adaptivni imunity oikuje se
systémem firozené imunity pi podpde zartu.

Z hlediska fenasenych patogénje vyznamneé, Ze IL-17 stimuluje mobilizaci
neutrofiti pomoci indukce G-CSF a chemokinu IL-8. MysSi s Kmadovanym
receptorem pro IL-17 gy zvySenou citlivost k bakteridlni infekci (Miyartw et al.;
2003). V této souvislosti je zajimavé, Ze povrchbpéproteiny borelii indukuji tento
cytokin (Infante-Duarte et al.; 2000). Neutrolilgdukované interleukinem 17ciané
ni¢i borelie v Kizi (Xu Q. et al.; 2007).

Vzhledem k prokdzanému inhibimu &inku kliS&cich slin na produkci IL-17 je
mozno pedpokladat, Ze tato inhibice, jako géaat protizagtlivych (cinka klistcich
slin, nejen usnadije sani Kklisatim, ale sotasr® napomaha ignosu patogen

nagiklad borelii.
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6. ZAVER

> Pomoci anti-CD3 protilatky byla indukovand produkdke-17 2z mysSich

splenocyt s maximem za 72 hodin po indukci.

> Extrakt ze slinych zlaz (SGE) kl&e Ixodes ricinusinhiboval produkci IL-17.
Maximalni inhibeni efekt byl zaznamenan 8 hodin po stimulaci sptgtiioanti-
CDa3 protilatkou.

> SGE ovlivioval produkci IL-17 fgsobenim na produkujici bky, nikoli na

samotny cytokin.

> Sliny ziskané z kli&t, ktera séla sedm dni na hostitelélyrve srovnani s SGE

vySSi inhibéni (Einek se stejnodasovou dynamikou.

> Inhibice pro-zagtlivého cytokinu IL-17 KkliSkcimi slinami Zejm¢ usnaduje

klistatim sani krve a s@asreé prenos patoganklistaty.
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