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1 Uvod

Borrelia burgdorferi sensu lato je bakterie z celedi Spirochetaceae zpisobujici
Lymeskou boreliozu. Borelie byly v druhé poloviné minulého stoleti objeveny americkym
mikrobiologem Willy Burgdorferem pii zkoumani nemoci prenasenych africkymi klistaty
(Borrelia hermsii — piivodce navratné horecky). Pozdéji Burgdorfer objevil v americkych
klistatech podobnou bakterii zpusobujici Lymeskou borelibzu. Tato bakterie byla
pojmenovana po ném, tedy Borrelia burgdorferi. (Schnarr et al., 2006) Je velmi vyznamnym
patogenem jak cloveéka, tak zvifat, a proto byla v posledni dobé podrobena bliz§imu
genetickému, molekuldrnimu, ale i ekologickému zkoumani. Hlavnim zdmérem vyzkumi
bylo proniknout do molekularnich mechanismii patogeneze a interakci borelii s pfenaseci

a definitivnimi hostiteli.

Primarné je Borrelia burgdorferi sensu lato prenasena klistaty ze skupiny Ixodes,
i kdyz v n¢€kterych pfipadech byla nalezena i ve stievé komaru (Culex pipiens, Aedes vexans)
dokonce i v nasich oblastech, coz naznacuje, ze pfenos mize byt uskutecnén i jinymi krev
sajicimi ¢&lenovei. (Zakovska et al., 2006), (Halouzka et al., 1998) Tato skute¢nost viak
nebyla zatim prokazana. (Bartinék et al., 2006) Borelie si postupné vyvinuly schopnost jak
pfezit v mnoha rGznych prostfedich, od ¢lenovct (klistata, komafi, blechy) az po vyssi
teplokrevné obratlovce (savci, ptaci). Na prenosu z klistéte do teplokrevného hostitele se
nemalou mérou podili i tzv. slinami aktivovany pienos (saliva activated trasmission - SAT).
Tato skutecnost je diikkazem urcité ,,spoluprace” mezi borelii a klistétem. SAT bude dale

pfedmétem bakalarské prace.

Lymeské boreliéza neni problémem pouze pro cloveéka, komplikace zplsobuje
i u zvifat (zejména psi, koCky, kon¢, skot). Studie vSak prokazaly mensi vyskyt klinickych
projevi nemoci u lesni zvéie, coz mize byt zpusobeno dlouhodobou koevoluci borelii a jejich

ptirozenych hostitelt. (Krupka et al., 2007)



2 Lymeska borelioza

Tato nemoc zpusobovana spirochetou Borrelia burgdorferi byla pojmenovana podle
mésta Old Lyme v Connecticutu vr. 1975. Objevilo se zde totiz 12 piipadd artritidy
u vesnickych déti. V 25% ptipadu byla pozorovana charakteristicka erythema migrans u lidi,
u kterych se pozdé&ji vyvinula artritida. Od r. 1910 byla erythema migrans pfi¢itana patogenu
prenasenému klist'aty, avsak az v r. 1982 Burgdorfer et al. izoloval B. burgdorferi z klistéte

z endemické oblasti. (Bartingk et al., 2006)

Lymeska nemoc se da rozdélit do tii fazi — ¢asné, akutni a chronické. V 70% piipadi
zaCind toto onemocnéni objevenim erythema migrans, coz je cervena okrouhld skvrna
s centralnim vybledem. Tato skvrna se objevi v misté, kde klist¢ proniklo pokozkou,
cca po 7 — 14 dnech a je Casto doprovazena piiznaky podobnymi chiipce, jako jsou bolest
hlavy, teplota, nachlazeni, bolest svalii a klobti ¢i malatnost. Po n€kolika dnech az tydnech
zacne skvrna v zavislosti na §ifeni spirochet migrovat, avsak i pii neléeni antibiotiky skvrna
po 4 az 12 tydnech zmizi. (Franz et al., 2003) Rozsifovani skvrny je znamkou pifechodu
do druhé faze infekce. (Bartin€k et al., 2006) U neléCenych pacient se vyvine artritida
(3. faze infekce) a zhruba v 15% piipadi se rozvine akutni neuroboreliéza, a to po tydnech
az mésicich od pocatku infekce. Nejcastéj$im neurologickym projevem je kranialni
neuropatie, coz je periferni obrna licniho nervu, objevujici se zejména u déti (mize byt
i oboustrand). (Karkkonen et al., 2001) U dospélych se objevuje tzv. Bannwarthiv syndrom,
ktery se vyznacuje silnymi bolestmi zpiisobenymi zdnétem misnich kofeni a mozkomisnich
plen. Dal$im objevujicim se postizenim muize byt i kardidlni forma boreliézy spojend

S postizenim dal$ich vnitinich organt, ¢i postizenim oka. (Bartin€k et al., 2006)

Nasledné studie léCenych pacienti ukazuji, ze jejich celkovy stav po [éCb¢
je uspokojivy a srovnatelny s jedinci, ktefi Lymeskou boreliozu neprodélali. AvSak u malé
casti pacientl se objevuji symptomy, které pietrvavaji mésice az roky po 1écbé.
Tento tzv. post — Lyme syndrom (postboreliovy syndrom) se vyznaéuje vyCerpanim, bolesti
svalil a dokonce 1 poruchami paméti. Tyto pfiznaky se objevuji 1 po opakovaném pieléceni

antibiotiky. Pfi¢ina tohoto syndromu je prozatim neznama. (Schnarr et al., 2006)



K1écbé Lymeské borelidozy se pouzivaji antibiotika, jejichz druh se li§i v zavislosti
na stadiu infence a postizeném organu. Nejcastéji pouzivanymi typy jsou tetracykliny,
peniciliny, makrolidy a cefalosporiny. Vhledem ke skute¢nosti, Zze do dneSni doby neexistuje
stoprocentni ochrana proti pivodci Lymeské borelidozy spirocheté Borrelia burgdorferi,
je stale nejlepsi a jedinou moznosti ochrany prevence. To zahrnuje omezeni pohybu ve zvlasté
exponovanych oblastech a noSeni vhodného obleceni s omezenim nekrytych casti tcla.

Nezanedbatelné je samoziejmé i pouzivani repelentd. (Bartin€k et al., 2006)



3 Klistata

Kliste patii mezi ektoparazitické ¢lenovce, svého hostitele ohrozuje jak pfimym sanim
krve, s nim spojenou ztratou krve a poSkozenim kuze, tak i moznosti pienosu rtznych
infek¢énich onemocnéni. Podidd Metastigmata rozliSujeme na dvé celedi, a to na celed
Argasidae (klistakoviti — mé&kka klistata) a Celed’ Ixodidae (klistoviti — tvrdd kliStata).
(Volf, Horak, 2007)

3.1 Argasidae (klistakoviti - mékka klistata)

Tato Celed’ klistat (Obr. 1) dostala sviij nazev ,,m&kka“ diky jejich télnimu pokryvu,
ktery je na rozdil od Ixodidae kozovity ¢i bradavi¢naty. Od Ixodidae se 1iSi jednak
ghathosomou (¢ast tstni nesouci chelicery a makadla), ktera je pfi pohledu shora kryta pod
idiosomou a dale ptedevS§im svym chovanim. Kli§taci totiz Ziji Casto v hnizdech svych
hostiteld, kde hostitele Casto, ale kratce napadaji. Dalsi odliSnosti je 1 pocet larvalnich stadii,
kterych je u klistakt mezi tfemi az ¢tyfmi, a jejichz vyvoj trva zpravidla dva az tii roky.
Nejbéznéjsim zastupcem u nas je Argas reflexus (klistak holubi), ktery mize vyjimecné sat
i na lidech. Dalsimi vyznamnymi druhy klistakt jsou Argas persicus (klistak zhoubny), ktery
se vyskytuje nam nejblize na Slovensku a v teplejSich oblastech, sajici zejména na domaci
dribezi, ¢i Ornithodoros moubata, ktery je v Africe vyznamnym pienaseCem
Borrelia duttoni, coz je pivodce navratné horecky. Jini zastupci této Celedi prenaseji i dalsi
vyznamné patogeny, jako napiiklad spirochety Borrelia crocidurae v Africe, B. persica v Asii

a B. parkerii a B. hermsii (piivodci navratnych horecek) v Americe. (Volf, Horak, 2007)



Obr. 1 Acarina, Ixodida, Argasidae, Argas reflexus (klistak holubi), dospéla samice (dorsalni a ventralni
pohled). GN — gnathosoma, ID — idiosoma. Ptevzato z: (Volf, Horak, 2007)

3.2 Ixodidae (Kklistoviti - tvrda klistata), vektor B. burgdorferi

Tato Celed’ klistat (Obr. 2) ma na hibetni strané typicky tvrdy stitek, ktery u samci
kryje celé t€lo, zatimco u samic pouze ¢ast téla. To umoziuje samicim nabyt
nékolikanasobného objemu béhem sani hostitelské krve. Gnathosoma klistat je vybaveno
Ustnim Gstrojim, na kterém je velice ndpadny hypostom se zahnutymi zoubky. Ty umoziuji
klistéti setrvat v potravni 1ézi. Nékteré druhy klistat si posiluji ukotveni v hostiteli pomoci
bilkovinné hmoty zvané cement. (Volf, Horak, 2007) Sani klistéte trva obvykle 4-8 dni,
coz je dost dlouhd doba na pifipadny pfenos patogenli do hostitele ¢i samotného klistéte,
jelikoz neinfikované klisté ziska borelie pravé pozfenim krve nakazeného obratlovce. Kliste
muze ziskat potravu (krev) i z lovéka, ackoliv neni jeho typickym hostitelem. PIn¢ nasaté
klisté¢ poté odpadne a pfeméni se na vyssi instar (larva — nymfa — dospélec). Dospélé samice
zac¢nou produkovat vaji¢ka, coz se déje pouze jedenkrat za jejich zivot. (Volf, Horak, 2007)
U samic nakazenych boreliemi jsou vajicka zcela neinfekeni, jelikoz borelie nejsou

transovarialné pienosné. (Hovius et al., 2007)



Vzhledem Kk tomu, ze krev je jedinym zdrojem potravy samic klist'at, musel si tento
druh vyvinout damyslny zpusob, jak se vypofadat s obrannymi mechanismy hostitele.

To zahrnuje vyvoj urcitych slozek slin, obsahujici antikoagulanty a protizanétlivé latky.

V nasSich oblastech se nejcastéji setkavame s klistétem obecnym Ixodes ricinus
(tdd: Acarina, podiad: Metastigmata, Celed: Ixodidae), ktery je velmi Casto 1 vektorem
spirochety Borrelia burgdorferi. (Volf, Horak, 2007) Ve svété jsou takovymi vektory i dalsi
druhy klist'at, naptiklad Ixodes scapularis a Ixodes pacificus nachazejici se v Severni Americe

a jiz zminované Ixodes ricinus a Ixodes persulcatus v Evrop¢ a Asii. (Singh, Girschick, 2003)

Na naSem uzemi se bézné vyskytuje klist¢ obecné Ixodes ricinus. Tento druh ma
typicky tiihostitelsky cyklus, tj. ze ke svému vyvoji potiebuje tii rizné hostitele (nékteré
druhy jsou dvou- ¢i jednohostitelské). Kazdé vyvojové stadium potiebuje ke svému vyvoji
cca jeden rok, tzn., ze celkovy vyvoj trva zpravidla tfi roky. Hostitele si vyhledavaji pomoci
Hallerova organu, ktery se nachdzi na tarzalnich ¢lancich prvniho paru koncetin. Tento organ
vnima zmény COp, tepla a chemickych sloudenin ve vzduchu. V CR se klistata vyskytuji
zejména ve smiSenych a listnatych lesich s travnatym ¢i kiovinatym podrostem.
Nejhojnéji se vyskytuji v obdobi od biezna do listopadu, a to Vv zavislosti na pocasi.

(Volf, Horak, 2007)

Obr. 2 Acarina, Ixodida, Ixodidae, Ixodes ricinus (klist¢ obecné).

A — dospély samec, B — dospé€la samice (nenasatd), C — dospéla samice (nasata).

GN — gnathosoma, SC — scutum (§titek), ID — idiosoma. P¥evzato z: (Volf, Horak, 2007)



4 Borrelia burgdorferi sensu lato

Bakterie rodu Borrelia nalezi do Celedi Spirochactaceae zahrnujici rody Borrelia,
Leptospira a Treponema. Borrelia burgdorferi sensu lato je skupina spirochet zahrnujici
12 druht (toto Cislo ale nejspiSe neni konecné), avsak jen tfi druhy jsou realnou hrozbou
pro ¢lovéka. Témito druhy jsou Borrelia burgdorferi sensu stricto, ktera je rozsifena v Evropé
a Severni Americe, a dale B. afzelii a B. garinii rozsifené hlavné v Evropé a Asii.
(Nadelman, Wormser, 1998) Vsechny tyto druhy jsou extracelularni patogeny schopné
zpisobit Lymeskou boreliozu, 1 kdyz nékdy sodlisnymi klinickymi projevy.

(Balmelli, Piffaretti, 1995)

4.1 Charakteristika spirochety Borrelia burgdorferi

Borrelia burgdorferi sensu lato je svou strukturou typicka spirocheta, tedy dlouha,
tenka, spiralovité stoCena gramnegativni bakterie. Vnéj$i bunéna membrana obklopuje
protoplasmaticky cylindr, ktery je tvofen vnitini buné¢nou membranou a cytoplasmou. Mezi
protoplasmatickym cylindrem a vnéj$i membranou je ukotveno 7 az 14 periplasmatickych
bic¢ikt, umoznujicich borelii pohyb. Pohybuje se rotaénim pohybem kolem podélné osy,
piipadn¢ smrstovanim a natahovanim. Bi¢iky se skladaji ze dvou flagellinovych proteind,
jmenovité¢ FlaA (38 kDa) a FlaB (41 kDa). (Ge et al., 1998) Borelie dosahuji délky
cca 20 — 30 um a sitky od 0,2 do 0,5 um. (Obr. 3) Jednotlivé bakterie a druhy se od sebe
mohou nékterymi aspekty liSit, naptiklad poctem zavitli, ktery se pohybuje mezi 7 — 14,
jejich vzdalenosti, délkou a poctem bicikli. Jsou schopny piezivat v riiznych organismech

a jejich rozmnozovaci cyklus trva cca 17 hodin. (Pal, Fikrig, 2003)
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Obr. 3 Strukturalni morfologie B. burgdorferi. Spirocheta se stava z protoplasmického cylindru, pokrytého
bunécnou sténou. V periplasmé jsou ukotveny biciky, tvofené 2 proteiny, flagellinem A a B (FlaA, FlaB).

Prevzato z: (Singh, Girschick, 2004)

4.2 Genom Borrelia burgdorferi

Genom spirochety Borrelia burgdorferi sensu stricto (kmen B31M1) je relativné maly.
Je tvofeny linearnim chromosomem a plasmidovou DNA. (Casjens et al., 2000) Cely genom
obsahuje 1521419 bp, ztoho plasmidovou DNA tvoii 610649 bp a chromosomalni
910 427 bp. Pii osekvenovani genomu borelie bylo zjisténo, ze se sklada z jednoho
chromosomu a 21 extra chromosomalnich DNA elementd, tj. plasmidd. V soucasné dob& maji
borelie nejveétsi pocet plasmidl ze vSech znamych bakterii. (Fraser et al., 1997) Pti porovnani
s ostatnimi bakteriemi vénuje vyznamnou ¢ast svého genomu (vice jak 8% kodujicich gent)
kédovani lipoproteinii. Tato vlastnost izce souvisi s jeji schopnosti obsadit a kolonizovat
velké mnozstvi organismii, jakymi jsou teplokrevni obratlovci (savci, ptaci) a c¢lenovcei
(klistata, komafi). Dochazi ktomu zejména diky zménam povrchovych lipoproteint.

(Casjens et al., 2000)



Mnoho in vitro studii prokazalo, Ze genova exprese téchto spirochet je ovlivnitelnd
zménou vné&jSich podminek, napf. zménou pH, teploty a hostitelskych faktort. Pii sani teplé
hostitelsk¢ krve dochazi postupné ke zméndm podminek ve stievé klistcte.
Hodnota pH se v tom okamziku ve stfevé zméni ze 7,4 na 6,8 a teplota se zméni z okolni

(23 °C) na 37 °C. (Pal, Fikrig, 2003)

Genom B. burgdorferi je do jisté miry neobvykly jak svou relativné malou velikosti,
coz souvisi sabsenci genti zahrnutych vsyntéze aminokyselin, mastnych kyselin,
enzymovych kofaktorti a nukleotidi (Krupka et al., 2007), ale také tim, ze vice nez 40%
je ulozeno v plasmidech, kterych je 12 linearnich (Ip — linear plasmid) a 9 kruhovych
(cp — circular plasmid). (Fraser et al., 1997)

4.2.1 Plasmidy spirochety Borrelia burgdorferi

Jak jiz bylo feCeno, Borrelia burgdorferi ma ve svém genomu obsazeno nejveétsi
mnozstvi plasmidi ze vSech doposud znamych bakterii. Zdaleka ne vSechny plasmidy jsou
pro zivot této bakterie esencialni, nekteré z nich ji poskytuji napiiklad selektivni vyhody
Vv riznych prostiedich, do kterych se béhem své existence dostane, jelikoz proteiny souvisejici
S patogenezi borelii jsou umistény pravé na plasmidech. (Barbour, 1988) Linearni plasmidy
zde tvofi Ip5, Ipl7, Ip21, 1p25, 1p28-1, 1p28-2, 1p28-3, 1p28-4, 1p36, Ip38, Ip54
a Ip 56 naopak kruhové cp9, cp26, cp32-1, cp32-4, cp32-6, cp32-7, cp32-8 a cp32-9.
Na plasmidech se vyskytuje celkem 670 funkénich genti a 167 pseudogent (segmenty DNA
velmi podobné skute¢nym gendm, ale netvoii funkéni produkty), na chromosomu
je 843 funkénich genti a jeden pseudogen. (Fraser et al., 1997) A pravé pseudogeny
se nashromazdily na plasmidech cp-9, Ip56 a cp32-9 (Stewart et al., 2005), z dosavadnich
vyzkumt lze predpokladat, ze pravé tyto plasmidy jsou v urité fazi ,rozkladu“, genom
borelie se tak zfejmé rozviji smérem ke zdravéjSimu genomu, schopnému pfizplsobit

se rozmanitym zménam ruznych prostiedi. (Casjens et al., 2000)

4.2.1.1 Priklady vybranych plasmidii

Ip54 koduje geny regulované zmeénou teploty, které jsou rozhodujici pro Zivotni
cyklus borelie v klistéti i obratlovéim hostiteli, tedy napiiklad povrchové proteiny OspA
(outer surface protein) nebo OspB, které jsou rozhodujici pro pfipojeni borelie ve stievé

klistéte. (Yang et al., 2004)



cp26 koéduje OspC, ktery je =zasadni pro UspéSné rozSifeni Dborelie.
(Kumaran et al., 2001) O funkci téchto povrchovych proteinti se budu jes$té podrobné&ji

zminovat.

4.2.2 Povrchové proteiny spirochety Borrelia burgdorferi a jejich funkce

Borrelia burgdorferi vénuje velmi vyznamnou ¢ast svého genomu kodovani
lipoproteinti. Jaké proteiny a v jakém mnozstvi se budou produkovat, je do jisté miry
ovlivnitelné zménou vnéjsich podminek. Avsak vétSinou jde 0 multifaktorialni proces. Studie
prokazaly schopnost této spirochety zménit lipoproteiny na svém povrchu, a to jak v riznych
fazich svého vyvoje, tak i vriznych vnitinich prostfedich jak klistat, tak obratlovct.
(Pal, Fikrig, 2003) Pomoci povrchovych lipoproteinti interaguji borelie s hostitelem,

a to naptiklad tak, Ze se navazi ve stievé klistéte ¢i zmatou imunitni systém. (Pal et al., 2004)

Jednémi z nejvice prostudovanych lipoproteinti jsou bezpochyby OspA a OspC (dale i
OspB, OspD, OspE, OspF).

4.2.2.1 Vnéjsi povrchovy protein A (OspA - Outer Surface Protein A)

OspA, jehoz molekulova hmotnost je 31 kDa, je kédovan plasmidem Ip54 spole¢né
s genem pro dal$i povrchovy lipoprotein OspB. OspA se ve velkém mnozstvi prvné objevi
na povrchu borelie pfi obsazeni klistéciho stfeva. (Schwan, Piesman, 2000) Béhem setrvavani
ve stievé produkuji borelie velké mnozstvi OspA az do chvile, kdy klist¢é najde svého
hostitele a zacne sat krev. (Pal et al., 2000) Studie prokazaly, ze OspA je nezbytny
pro uspésné obsazeni a kolonizaci klistéciho stieva. OvSem, béhem sani a ptisunu krve dojde
k zasadni zméné. Produkce OspA se rapidné snizi a naopak produkce OspC se zvysi.
(Pal et al., 2004) Jednou z hlavnich funkci OspA je vazani na glykoprotein TROSPA
(tick receptor for OspA), ktery je v epitelu stfeva klistéte. Biologickd funkce TROSPA
je prozatim neznama, avSak bylo zjisténo, Ze jeho mnozstvi roste u klistat nakazenych
boreliemi. Dalsi zfunkci OspA je aktivace imunitniho systému hostitele navazanim
se na Toll-like receptory 1 a 2. Tato vlastnost mize byt také divodem, pro¢ se OspA
neexprimuje pii prechodu borelii do koncového hostitele (obratlovce). Diky tomu se zabrani
aktivaci imunitniho systému a zahajeni zanétlivé reakce v rané fazi infekce. (Krupka et al.,
2007) Avsak bylo zjisténo, ze v pozd&jsi fazi infekce je produkce OspA borelii zvySena

v zanétlivém prostiedi, a proto neni zatim jasné, zda produkce OspA je podstatna pro rozvoj
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chronické infekce nebo zda je to pouze reakce borelii na imunitni reakci hostitele. Tuto teorii
podporuje fakt, Ze OspA je schopen borelie ochranit pied agresivnim prostfedim hostitele
snizkym pH nebo protedzami (sttevo  kliStéte, zanicend tkan obratlovce).

(Crowley, Hubert, 2003)

4.2.2.2 Vnéjsi povrchovy protein B (OspB)
U OspB, jehoz molekulova hmotnost je 34 kDa a jenz je kdodovan na plasmidu 1p54,
se predpoklada, ze se podobné jako OspA vaze na stfevni epitel, ale odliSnym zplisobem

nesouvisejicim s TROSPA. (Fikrig, Narasimham, 2006)

4.2.2.3 Vnéjsi povrchovy protein C (OspC)

OspC (23 kDa) je protein kddovany plasmidem cp26. Krystalova struktura OspC
kmene B31 v roce 2001 odhalila, ze monomer OspC je slozeny ze ¢tyf dlouhych a jednoho
kratkého a-helixu a Ze je velice polymorfni. Kumaran et. al. v r. 2001 svou studii odhalil,
ze OspC dimerizuje a vytvaii Utvary tvarem podobné ledviné. Pfredpoklada, Ze tento protein
miize biologicky fungovat jako dimer. (Kumaran et al., 2001) Funkce OspC byla dlouho
nezndma, ovSem az do doby, kdy byl popsan jeho ligand Salpl5 (slozka klistécich slin
se schopnosti potlacit rozvoj imunitni odpovédi obratlov¢iho hostitele béhem sani klistéte).
OspC se na povrchu borelii za¢ne produkovat ve chvili, kdy klisté¢ za¢ne sat krev a borelie

nasledné migruji do jeho slinnych zlaz. (Garg et al., 2006)

Exprese tohoto povrchového lipoproteinu je ale multifaktorialni proces, tedy pouha
zména teploty nejspiSe nestaci. Sérii pokust bylo zjisténo, ze borelie v nenakrmeném klistéti,
které je vystaveno vysSim teplotam, neza¢nou produkovat OspC. Transkripce OspC je totiz
navic kromé¢ teploty regulovana alternativnim sigma faktorem (RpoS). (Hiibner et al., 2001)
Mnozstvi RpoS je regulovdno malou nekddujici sekvenci RNA (DsrABb), ktera
je ovliviiovana pravé zménou teploty. Kmen Borrelia burgdorferi, jenz postradal DsrABDb,
nemohl regulovat RpoS a v zavisloti na tom ani OspC. U tohoto kmene byla tedy hladina
OspC regulovana pouze hodnotou pH a denzitou buné¢k. (Lybecker, Samuels, 2007)

11



4.2.2.4 Erp proteiny (OspE/F - related proteins)

Erp proteiny jsou boreliemi syntetizovany béhem rané faze sav¢i infekce. Erp genova
rodina je kodovana jak na kruhovych, tak na linearnich plasmidech, konkrétné na cp32
(geny OspF, erpAB, erpCD, erpG, erpHY, erplJ, erpK, erpLM, erpNO, erpPQ, erpX) a pouze
jeden na Ip56 (erpX). (Stevenson et al., 1998) Exprese téchto proteint je snizena v kIiStéti,
ale nasledné zvySena v Casné fazi infekce obratlovce. Studie prokdzaly, Ze Erp umozZiuji
boreliim infikovat savce pravé diky schopnosti blokovat alternativni cestu komplementu,
coz je jeden z hlavnich zpisobl savéi obrany proti patogenum. (Hellwage et al., 2001)
Alternativni cesta komplementu totiz reaguje napiiklad na pfitomnost -cizorodych
povrchovych slozek, napt. slozek bunééné stény bakterii (g+ i g-). Spirochety jsou schopny
produkovat rizné Erp na svém povrchu a kazdy Erp ma afinitu k jiné slozce komplementu
u odlisnych obratlov¢ich hostiteld. Toto je také jeden z diivodi, pro¢ jsou borelie schopny

prezit v tak rozmanitych hostitelich. (EI-Hage, Stevenson, 2002)

Samotny mechanismus blokovani komplementu spociva ve schopnosti borelii vazat
dva hostitelské regulacni proteiny komplementu, kterymi jsou faktor H a faktor H-like protein
1/reconectin (FHL-1/reconectin). (Hellwage et al., 2001) Faktor H (vazany pomoci OspE)
se totiz obvykle vaze na receptory na povrchu hostitelskych bunék, potlaci rozklad C3 slozky
komplementu na C3a a C3b, a ochrani tak bunku pied degradaci pravé C3b slozkou.
(Kurtenbach et al., 2002) U savct je to jeden ze zpusobu, jak zabranit vzniku autoimunitni

reakce, coz borelie Gispésné vyuzivaji ve sviyj vlastni prospéch. (Hellwage et al., 2001)
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4.2.2.5 Decorin Binding Protein A, B; Fibronectin Binding Protein (BBK32)

Nemén¢ podstatnymi povrchovymi proteiny borelii jsou tzv. Decorin Binding Proteins
A a B (DbpA, DbpB). Jejich molekulova hmotnost je 20 kDa (DbpA) a 22 kDa (DbpB).
Jednou z hlavnich vlastnosti téchto proteinii je schopnost vazat dekorin (Obr. 4), coz

je proteoglykan vyskytujici se na povrchu kolagennich vlaken. (Feng et al., 1998),
(Hagman et al., 2000)

Decorin
D-Linked Dermatan Sulfate M-Linked Glycans

.

r

.Muwmmuu:l., .

Collagen Decorin

Dermatan Sufate

Obr. 4 Schéma dekorinu vyskytujiciho se na kolagennich vlaknech.
Pievzato z, k dispozici on-line: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-

explorer/learning-center/structural-proteins/decorin.htm

Tyto proteiny usnadni pfipojeni B. burgdorferi k proteinim extracelularni matrix
v okamziku, kdy kolonizuje sav¢i tkané. (Ulbrandt et al., 2001) Studiemi bylo prokazano,
ze borelie se nebyly schopné rozsifit v dekorin deficientnich mySich, Coz naznacuje,

ze v jejich rozsifeni hraje pravé vazba na dekorin velmi podstatnou roli. (Brown et al., 2001)
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Mezi proteiny vyskytujici se na povrchu B. burgdorferi mizeme také zaradit
tzv. Fibronectin Binding Protein (BBK32), jehoz molekulovd hmotnost je 47 kDa.
Tento adhezin umozinuje borreliim vazat se na fibronektin (Obr.5), ktery se také fadi mezi

extracelularni proteiny. (Probert et al., 2001)

Proteoglykanova Proteoglykanowvy

molekula komplex Kolagenni viakr
agenni vliakno

Polysacharidova ‘

proteoglykanove
molekula

Fibronektin piipojuje ECM
Kolagenni k olarmatic

Integriny jsou membrar
bilkoviny. ktere¢

Plazmaticka membrana

/ CYTOPLAZMA

Integrin Mikrofilamenta cytoskeletu

Obr. 5 Znazornéni fibronektinu a jeho biologické funkce. Pievzato z: (Campbell, Reece, 2008)

Vsechny tyto proteiny (zejména DbpA a BBK32) jsou syntetizovany v ¢asné fazi
infekce, kdy napomahaji boreliim pfilnout k proteinim exracelularni matrix. Tim umozni
pteziti 1 velmi malému poctu spirochet, které se do hostitele dostaly z klistécich slin. Zde maji
borelie moznost namnozit se a jiz v hojném poctu invadovat okolni tkan¢. Moznost pripojit
se Kk proteinim v té€le hostitele tak rozSifenym, usnadiiuje borreliim nastoleni chronické

infekce. (Pal, Fikrig, 2003)
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5 Vzdjemné interakce

Pro klist¢ je obratlov¢i hostitel (zejména savec) nezbytnym zdrojem potravy, diky
kterému se muze uspé$né vyvijet a mnozit. Stejné tak klisté je pro spirochety Borrelia
burgdorferi podstatnym vektorem, slouzicim k pfenosu do koncového hostitele, v némz

se nasledné borelie §ifi a zptisobuji mnoho zdravotnich komplikaci.

5.1 Interakce kliStéte a hostitele

Béhem sani na hostiteli, které mtze trvat od minut az po hodiny u mékkych klistat
(Argasidae), ¢i dokonce dny u tvrdych klistat (Ixodidae), (Francischetti et al., 2009) vpravuje
klist¢ do rany své sliny, které obsahuji velké mnozstvi fyziologicky aktivnich molekul.
Tyto latky jsou piinosné jak pro klistata, tak i pro piipadny patogen, ktery ptenaseji.
(Ramamoorth et al., 2005) Aktivace imunitniho systému a styk s krvi hostitele zacina
jiz ve chvili, kdy klisté pronikne kiizi. Prvni molekuly imunitniho systému, které se dostanou
do styku s klistécimi slinami, jsou zirné bunky, eosinofily, dendritické bunky a makrofagy.
Tyto bunky zacnou produkovat chemotaktické faktory, které do mista sani klistéte ptivedou
bunky ucastnici se akutni faze zanétu, jakymi jsou napi. neutrofily. Dals$i napadeni muze
u hostitele vyvolat produkci T a B bunék, které zanou produkovat specifické protilatky
a aktivovat zirné bunky a basofily, které jsou spolecné s eosinofily pievladajicimi bunkami

v misté proniknuti klistéte. (Francischetti et al., 2009)

Antigeny obsazené v klistécich slinach jsou rozpoznany v epidermis Langerhansovymi
bunkami (nezralé dendritické bunky, nachazejici se v bazalni vrstvé epidermis),
(Krejsek, Kopecky, 2004) které je dopravi do lymfatickych uzlin, kde je prezentuji
T lymfocytam. (Nithiuthai, Allen, 1985) T lymfocyty se diferencuji na Th lymfocyty
(CD4+, pomocné) a Tc lymfocyty (CD8+, cytotoxické). Th lymfocyty se dale diferencuji
na Thl a Th2 subpopulaci, podle cytokint, které produkuji. Thl lymfocyty produkujici
IL-2, IFNy a TNFpB (=lymfotoxin) a Th2 subpopulace tvoti IL-4, IL-5, IL-6 a G-CSF.
(Krejsek, Kopecky, 2004) Do mista sani migruji granulocyty, konkrétné basofily a eosinofily.
Mnozstvi eosinofilii je za normadlnich okolnosti v téle nizké, zvySuje se az v okamziku
vyskytu parazitické infekce. (Francischetti et al., 2009) Basofily dopravi do mista sani
histamin, ktery nejen rozsifuje a zvySuje propustnost kapilar, ale podle studie provedené
Paine et al. inhibuje slinéni a sani klistéte. (Paine et al., 1983) Histamin spousti kaskadu
zanétlivé a imunitni odpovédi, coz vyulsti v objeveni otoku a nasledném svédéni.
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Dale zvysuje produkci TNFoa, ktery potlacuje infekci zpisobenou B. burgdorferi a aktivuje
NK burky, jeZ maji i antivirovou funkci. (Takeshita et al., 2003) Nasledkem pfilivu basofilt
vznikne v misté vniknuti klistéte kozni basofilni hypersenzitivita, zprostfedkovana Thl
subpopulaci lymfocyti. Jedna se zde o typ oddalené priecitlivélosti. (Mosmann, Coffman.,
1989)

5.2 Interakce klistéte a borelii

Borrelia burgdorferi je celosvétové nejznaméjsim klistétem prenasenym patogenem,
coz zapii¢inilo jeji velice podrobné zkoumani. Usp&snost preZivani téchto spirochet zavisi na
jejich schopnosti kolonizovat a interagovat s riznymi tkanémi hostitelt. (Singh, Girschick,
2004) Kli¢ovou ulohu zde hraje mnozstvi povrchovych proteinii a jejich exprese lisici
se Vv zavislosti na prostfedi, ve kterém se borelie zrovna nachazeji, a na zméné vné&jSich

podminek.

Ve chvili, kdy zacne klisté sat na infikovaném hostiteli, borelie se dostanou spolu
s hostitelskou krvi do stfeva klistéte. V tomto okamziku za¢nou borelie produkovat na svém
povrchu povrchovy protein OspA, (Schwan et al., 1995) diky kterému jsou schopny navazat
se na povrch klistéciho stfeva, konkrétné na protein TROSPA (tick receptor for OspA).
Tato vazba jim umozni vyhnout se obrannym mechanismim kliStéte a setrvat zde az do
dalsiho klistéciho sani. (Pal et al., 2004) Podobnou roli jako OspA hraje ve vazbé na stievo
klistéte i OspB. Neelakanta et al. ve své studii z r. 2007 poukazuje na fakt,
ze OspB deficientni B. burgdorferi sice byly schopné migrace do klistéciho stieva, avSak
mély zde zhorSenou schopnost adheze ke stfevu, s ¢imz souvisi i mensi Uspésnost pieziti.

(Neelakanta et al., 2007)

Kdyz zacne klisté sat na dalSim hostiteli, mnozstvi borelii ve stievé se rapidné zvysi
a nastane jejich migrace skrz hemolymfu do slinnych zlaz. (Spielman et al., 1987) Tento
pfesun je doprovazen zménou exprese povrchovych proteinti. Exprese OspA a OspB
je snizena, stejné tak jako TROSPA ve stievé kliStéte, a zacne se ve vétSi mife exprimovat
OspC, (Pal et al., 2004) spolu s dalsimi proteiny, jakymi jsou DbpA, DbpB a BBK32.
(Hodzic et al., 2002), (Fikrig et al., 2000) OspC jednak umozni uspé&$ny piesun borelii
ze stieva do slinnych Zlaz a jednak je klicovym faktorem pro nastoleni uspésné infekce

Vv hostiteli. Pal et. al. ve své studii predklada fakt, ze OspC deficientni B. burgdorferi nebyly
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schopné migrace do slinnych zlaz kliStéte a navic byly velice malo tspéSné v prenosu

do mysiho hostitele a nastoleni infekce. (Pal et al., 2004)

5.3 Interakce borelii a hostitele

Prakticky prvni ptekazkou, které musi tyto spirochety pii vniknuti do obratlovéiho
hostitele celit, je alternativni cesta komplementu (Obr. 6), tedy forma vrozené imunity.
Alternativni cesta komplementu je aktivovana stykem s cizimi povrchovymi slozkami,
jako jsou napi. slozky bunécné stény bakterii, a je tvoiena Ctyimi sérovymi proteiny C3,
faktor B, faktor D a properdin. C3 slozka komplementu hydrolyzuje na C3a a C3b. C3b
se nasledné vaze na povrchové antigeny na povrchu bakterie, kde slouzi jako vyznamny
opsonin (diky opsonizaci je patogen rozpoznan fagocyty), a navaze faktor B, ktery zde
funguje jako substrat pro faktor D. Faktor D rozstépi faktor B za vzniku komplexu C3bBb.
Vznikly komplex je stabilizovan properdinem a plsobi jako alternativni C3 konvertdza.
Vzniklé fragmenty C3a maji vyrazny chemotakticky G€inek na fagocyty. Z ¢asti molekul
jako CS5 konvertaza. Fragmenty C5b déle tvoii komplexy s dalSimi slozkami komplemetu
(Cé6, C7 a C8), coz vede ke vzniku komplexu, ktery perforuje membranu bakterie (membrane
attack complex — MAC) a zptisobi jeji lyzu. (Hofejsi, Bartinkova, 2009) B. burgdorferi ma;ji
vsak prostfedky, jak bojovat proti komplemetu. Kli¢ovou tlohu zde hraji povrchové proteiny
borelii a to zejména OspE/F a CRASPs (complement-regulator acquiring surface proteins).
Borelie jsou totiz schopny vazat dva hostitelské kontrolni proteiny komplementu — faktor H
a faktor H-like protein 1/reconectin. CRASPs byly dle studie Kraiczy et al. zr. 2001
rozdéleny na CRASP-1 (27,5 kDa), ktery vaze zejména faktor H-like protein 1/reconectin,
a CRASP-2 (20-21 kDa), ktery vaze predevsim faktor H. OspE také vaze faktor H, jenz
se vyskytuje na povrchu hostitelskych bun¢k a chrani je tak pfed degradaci C3b slozkou
komplementu. (Kraiczy et al.,, 2001) Diky navazani faktoru H jsou borelie skryty pted

komplementem a naslednou degradaci. (Kurtenbach et al., 2002)

Na povrchu bun€k zahrnutych v prvotni odpovédi na infekci (fagocyty, dendritické
bunky, neutrofily) se nachazeji receptory, ¢asto oznacované jako PRR (pathogen recognition
receptors), které jsou schopny rozpoznat molekuly na povrchu patogend.
Tyto latky se oznacuji jako PAMP (pathogen associated molecular patterns).
Mezi vyznamné PRR patii Toll-like receptory, které jsou schopny rozpoznat latky vyskytujici
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se na povrchu patogenl, napf. lipoproteiny, lipopolysacharidy a dals§i. Aktivaci téchto
receptoril se spusti produkce prozanétlivych cytokint, jakymi jsou IL-1, IL-6, TNF a IL-8.
(Hoftejsi, Barttinkova, 2009) Borelie jsou rozpoznavany Toll-like receptory 1 a 2 (TLR).
Toto rozpoznani zapti¢ini piival bunék imunitniho systému do mista infekce.
Nezral¢ dendritické buniky hraji podstatnou roli v komunikaci mezi mistem infekce
a sekundarni lymfoidni tkani, jelikoz dopravi antigen z mista infekce do mistnich
lymfatickych uzlin, kde ho spolu s MHC prezentuji T lymfocytim. (Steinman, 1991)
T lymfocyty se pomoci T-cell receptoru (TCR) navazi na MHC, a pokud obdrzi
i kostimulac¢nich signal od jinych bunék imunitniho systému, dojde k jejich pomnozeni.

(Hofejsi, Bartankova, 2009)
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- Bacterial cell walls
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Obr. 6 Schéma aktivace klasické, lektinové a alternativni cesty komplementu, které se ve vysledku spojuji
do jedné, vedouci k vytvofeni MAC. Ab = protilatka, Ag = antigen, C1-INH = C1 inhibitor;
MAC = membrane attack complex; MASP = MBL-associated serine protease;
MBL = mannose-binding lectin; P = properdin. Ptevzato z, k dispozici on-line:

http://www.merckmanuals.com/professional/sec13/ch163/ch163d.html
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6 Vlastnosti klistécich slin

Vzhledem k faktu, Ze krev je jedinym zdrojem potravy klistat (resp. samic),
jsou pro né nezbytné urcité latky obsazené v jejich slindch, které maji schopnost potlacit
jak imunitni odpovéd hostitele, tak 1 napt. koagulaci krve. Proto sliny krevsajicich ¢lenovci

-----

obsahuji  protizanétlivé,  protisrazlivé, vasodilatatni a  imunomodulacni  latky.

(Ribeiro, Francischetti, 2002)

6.1 Antikoagulacni latky

Hemostaticka odpovéd’ umoznuje savcim zastavit, ¢i alesponl omezit ztraty krve
Z poranéné¢ho mista. Desticky v poskozeném misté piilnou na kolagenni vlakna v pojivové
tkani a uvolni latky, které umozni shlukovani desti¢ek. Desticky ndsledné vytvoii zatku,
ktera zamezi ztratdm krve. V ptipad¢ vétsiho poSkozeni se vznik zatky podpoii srazeninou
fibrinu. Desti¢ky totiz uvolni srazeci faktory, které indukuji pfeménu fibrinogenu (bilkovina
plazmy) na aktivni fibrin, jenz vytvori vlakna. (Campbell, Reece, 2008) Tato koagula¢ni
kaskada se spusti ve chvili, kdy se tkanovy faktor (TF) navaze na aktivovany
faktor VII (FVIIa). Komplex TF a FVIIa aktivuje faktor X, ktery nasledné $tépi protrombin
na aktivni trombin. Trombin poté aktivuje fibrinogen na fibrin a vznikne nerozpustna

fibrinova sit’. (Levi, 2005)

Klistéci sliny prokazatelné¢ obsahuji latky branici koagulaci a shlukovani krevnich
desti¢ek. Jednou z takovych latek je protein pojmenovany Ixolaris, izolovany ze slin klistéte
Ixodes scapularis. Tento protein inhibuje komplex FVIIa/TF, ktery aktivuje faktor X.
(Francischetti et al., 2002)

6.2 Isac-like protein family

Alternativni cesta aktivace komplementu je klicovym zptisobem obrany hostitele proti
patogenum. Sliny klistéte |. scapularis a I. ricinus obsahuji latky blokujici kaskadu
komplementu a usnadiiuji tak sani klistéte na hostiteli. Do této rodiny fadime proteiny Isac,

IRAC | a Il a Salp20 spodobnym inhibicnim ucinkem na aktivaci komplementu.
(Tyson et al., 2008)
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6.2.1 Isac (Ixodes scapularis anti-complement)

Valenzuela et al. vr. 2000 popisuje ve své studii kodujici sekvenci proteinu
namifeného proti komplementu snazvem Isac (l. scapularis anti-complement).
(Valenzuela et al., 2000) Isac narusi zformovani C3 konvertazy z C3b a faktoru B navazanim
na sérovy protein properdin (Soares et al., 2005), coZz znemozni zformovani C3 konvertazy

a nasledkem toho nedojde k aktivaci alternativni cesty komplementu.

6.2.2 IRACI, II (Ixodes ricinus anti-complement)

IRAC I a II jsou proteiny produkované ve slinnych zlazach klistéte I. ricinus.
Podobné jako Isac, blokuje alternativni cestu komplementu hostitele tak, ze inhibuji vazbu
faktoru B na C3b a zplsobuje vytlaCeni jiz navazaného faktoru B. Tyto proteiny jsou
intenzivné¢ produkovany béhem sani na hostiteli, avSak bylo dokazano, ze se nachazeji
i ve slinach nenakrmeného klistéte. Da se tedy predpokladat, ze IRAC ma byt jednim
zprvnich antigent, které se do hostitele pfenesou, aby inhibice alternativni cesty

komplementu nastala co nejdiive. (Daix et al., 2007)

6.2.3 Salp20

Vzhledem k faktu, Ze tento protein ma za cil naruseni aktivace alternativni cesty
komplementu, je také fazen do tzv. ILP family. Jeho G¢inek spociva v rozdéleni zformované
C3 konvertazy, tedy slozky C3b a Bb. Salp20 vytla¢i properdin (pozitivni regulator
C3 konvertazy, ktery ma za tikol molekulu stabilizovat) z molekuly C3 konvertazy a urychli

tak jeji rozpad. C3 konvertaza je totiz bez navazaného properdinu nestala. (Tyson et al., 2008)

6.3 IL-2 binding protein

Tento protein byl identifikovan ve slinach klistéte Ixodes scapularis, zptsobuje
neutralizaci IL-2, a inhibuje tak 1 jeho ucinek na proliferaci T lymfocytu.
(Gillespie et al., 2001)
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7 Slinami aktivovany prenos

(SAT - Saliva-acivated transmission)

Slinami aktivovany pienos bezpochyby souvisi s latkami obsazenymi ve slinich
vektorll a jejich uvoliiovanim do rany spolené s patogenem. Stile vice dikazli ukazuje,
7e UspéSnost borelii a jinych patogent zavisi na jejich schopnosti vyuzit farmakologicky
ucinné latky z kliStécich slin. Tato spolupriace mezi vektorem a patogenem byla oznacena
jako slinami aktivovany pienos — Saliva-Activated Transmission (SAT). Termin SAT
byl prvné¢ pouzit pro podporu prenosu viru Thogoto z klistéte druhu Rhipicephalus
appendiculatus, nicméné od té doby byl popsan pro vice patogent pfenasenych nejen klist'aty.
(Nuttall, Labuda, 2004) Diikazy o SAT se totiz objevily i u nékterych patogenti pfenasenych
jinymi bezobratlymi Zivoéichy, napf. Leishmania spp. a jeji pifenase¢ Lutzomyia
a Phlebotomus (krevsajici dvouk#idly hmyz). (Belkaid et al., 1998)

V experimentalnich podminkach je SAT prezentovan jako usnadnéni pienosu
a zlepSeni infek¢nosti patogena, ktery je pienesen injekéné spolu s extraktem ze slinnych zlaz
(SGE — Salivary gland extract), ve srovnani se situaci, kdy je pfenesen pouze patogen sam.
(Nuttall, Labuda, 2004) Toto tvrzeni je dokazano studii, provedenou Jones et al. vr. 1989.

vvvvvv

rozs§ifeni viru na rozdil od morcat, ktera byla infikovana pouze virem. (Jones et al., 1989)

Slinami aktivovany pfenos funguje tedy nejen v pfipadé¢ borelii a klistat,
ale také u jinych patogenu. Jednim takovym je i virus klistové encefalitidy (tick-borne
encephalitis virus — TBE). Tuto skuteénost ve své studii uvedl Labuda et al. vr 1993.
Pocet infikovanych klistat I. ricinus sajicich na morceti, které bylo infikovano TBE spole¢né
se slinnymi extrakty (SGE), jeZ byly ziskany z ¢aste€né nasatych klist’at, byl az ¢tyfnasobné
vy$§i na rozdil od klistat sajicich na morcatech, kterd byla infikovdna TBE s SGE
z nenasatych klistat, ¢i byla infikovana pouze virem samotnym. (Labuda et al., 1993)
Podobny zlepsujici u¢inek SGE z I. ricinus byl shledan i u jinych klistécich druht, kterymi

jsou Dermacentor reticulatus a Rhipicephalus appendiculatus.
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Na zakladé nékterych studii se dokonce ptedpoklada, Ze jistou formou SAT u klistat
je 1 chemotakticka schopnost urcitych slozek slin. Tato skute¢nost byla pozorovana konkrétné
u borelii, kdy jisté slozky klistécich slin ptilakaji spirochety k mistu sani neinfikovaného
klistéte a spolu s krvi infikovaného hostitele piejdou do klistéciho stieva. Tento d&j

je vsak prozatim spiSe teoretického razu a jeho konkrétni mechanismus neni znam.

(Nuttall, Labuda, 2004)

Béhem studii vyvstala na povrch i1 dal$i pozoruhodna vlastnost SAT, ackoliv
prokazana pouze v laboratornich podminkach. Konkrétné se jedna o urcitou spolupraci mezi
patogenem a jeho vektorem. Tato pozorovani byla u¢inéna jak u viru klistové encefalitidy
a Thogoto viru, tak i u borelii. Slinné extrakty Ixodes ricinus zlepsily pfenos a rozsifeni
Borrelia lusitaniae, ale jiz ne B. burgdorferi ss, zatimco slinné extrakty I. scapularis zvysily
pocet B. burgdorferi ss, ale jiz nepodpotily rozsiteni B. lusitaniae. (Zeidner et al., 2002)
Na to, zda se SAT projevi ma tedy nejspise vliv jak druh patogena, tak i druh vektora
a obratlovce, navic SAT faktory se nejspiSe v zavislosti na druhu vektora a pienasené¢ho

patogena lisi. (Nuttall, Labuda, 2004)

Do dnesni doby neni znamo, kolik konkrétnich latek se SAT (Tab. 1) ucastni.
Jisté jiz vsak je, ze SAT faktory (Obr. 7) nejsou pfitomné ve slinnych zlazach klistéte vzdy,
ale jsou sekretovany az béhem jeho sani na hostiteli. (Jones et al., 1992) V tomto okamziku
se totiz vyuzije jejich zdsadnich vlastnosti, jakymi jsou inhibice alternativni cesty
komplementu (Valenzuela et al., 2000), fagocytdozy patogena, inhibice aktivace
T a B bunék, inhibice produkce zanétlivych cytokinli makrofagy a aktivita NK bungk.
(Francischetti et al., 2009) Tyto vlastnosti jsou piinosné nejen pro klisté¢ samotné, ale i pro
borelie, které tim maji cestu do hostitele velmi usnadnénu. (Nuttall, Labuda, 2004) Latky
zodpovédné za tyto kliCové vlastnosti byly jiz identifikovany. Jsou jimi napiiklad proteiny,
soustiedéné do velké rodiny homolognich proteinti, zvanych Isac-like protein (ILP) family,
do nichz nalezi napiiklad Isac (Valenzuela et al., 2000), IRAC I, Il a Salp20
(Daix et al., 2007). Dalsimi proteiny jsou pak Salpl5, IL-2 binding protein
a CC chemokines-binding protein.
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Tab. | Potencialni kandidati na SAT faktory a jejich G¢inky.

Molekuly obsazené v SGE

Finalni a¢inek

Citace

Inhibitory komplementu

Potlaceni zanétlivé

a imunitni odpovédi

(Tyson et al., 2008)

Histamine-binding proteins

Potlaceni zanétu

(Paesen et al., 1999)

IL-2 binding protein

Inhibice proliferace T bunék

(Gillespie et al., 2001)

IL-8 binding protein

Inhibice neutrofila

(Hajnicka et al., 2011)

Inhibice produkce

Inhibitory B bun¢k ' ' (Hannier et al., 2004)
protilatek a cytokinil
o Inhibice bunééné a ) .
Inhibitory T bun¢k o | (Francischetti et al., 2009)
humorélni imunitni odpovédi
Supresory NK bunék Inhibice protivirové aktivity (Kubes et al., 1994)
o Inhibice aktivity _
Inhibitory makrofagt (Jaworski et al., 2001)
proti bakteriim
7.1 Salp15
Ackoliv  jsou jiz znamy interakce mezi hostitelem a  patogenem,

vektorem a patogenem, ¢i vektorem a hostitelem, s objevem proteinu Salp15 (15 kDa), ktery
je obsazen ve slinach klistéte 1. scapularis, se naskytl novy vztah. Tato interakce se totiz
projevuje mezi vektorem, patogenem a hostitelem, kdy vektor produkuje latku, ktera usnadni

patogenu kolonizaci obratlovce.

Ramamoorthi et al. vr. 2005 ve své studii prezentuje fakt, Ze mnozstvi Salpl5
ve slinnych zlazach |. scapularis infikovaného B. burgdorferi je n¢kolikanasobné vyssi nez
u neinfikovaného. Navic exprese Salp15 uzce souvisi pravé s B. burgdorferi, jelikoz mnozstvi
Salpl5 mRNA ve bakterii

phagocytophilum, coz je dalsi patogen pienaseny klistétem I. scapularis, ztstalo nezménéno.

slinnych  zlazdch klistéte infikovaného Anaplasma
Zajimavou a velice vyznamnou vlastnosti Salp15 je, Zze se vaze na povrchovy protein borelii
OspC (Ramamoorthi et al., 2005) a chrani je tak pfed protilatkami zprosttedkovanym zabitim
a to in vitro i in vivo. (Hovius et al., 2008) Spolu s faktem, ze se jeho exprese u infikovanych
klistat zvysi, je klicova role Salpl5 v nastoleni infekce a rozsifeni borelii nesporna.
K dikazu tohoto tvrzeni byly do C3H mysi injikovany borelie spolu se Salp15 a po 25 dnech

byl vyskyt borelii né¢kolikandsobné vyssi oproti kontrole, a to zejména v kizi, kloubech
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a mocovém méchyti. Mnozstvi borelii bylo vys$si nez u mysi, kterym byly borelie injikovany
samostatné nebo u téch, kterym byl podan i Salpl5, ale v jiné oblasti, nez byly injikovany
borelie. (Ramamoorthi et al., 2005)

Dalsi vlastnosti proteinu Salpl5 ze slinnych zlaz klistéte |. scapularis je inhibice
aktivace CD4" T bunék. Vaze se totiz na proteinové komponenty na povrchu
CD4" T lymfocyti a blokuje tak tok vapenatych iontll. Inhibice proliferace T lymfocyti
vyusti v nasledné snizeni produkce IL-2, ktery funguje pravé jako stimulant proliferace
T bunék. Salpl5 se vaze na receptor (TCR) na povrchu Th lymfocytt, konkrétné na CD4.
Interakce mezi Salpl5 a CD4 probiha skrz C-terminalni ¢ast proteinu Salpl5. Tato vazba
znemozni pfenos aktivacniho signalu a tim 1 proliferaci T bun€k jiz v ¢asné fazi infekce.

(Garg et al., 2006)

Urc¢ity vliv ma protein Salpl5 i na dendritické bunky. Ty jsou totiz zasadni
pro zapoceti imunitni odpovédi, jelikoZ nesou antigen do lymfatickych uzlin,
kde ho prezentuji T lymfocytim a zplsobi tak jejich proliferaci. Potlaeni této funkce
je tedy pro klist¢ klicové. Hovius et al. vr. 2008 ve své studii odhalil fakt, ze protein
Salpl5 interaguje praveé s dendritickymi bunkami, které rozpoznavaji antigen Vvazbou
na Toll-like receptory, a inhibuje tak produkci nékterych prozanétlivych cytokint,
jakymi jsou IL-12p70, IL-6 a TNF-a, a nasledn¢ i aktivaci T-lymfocytd. DC-SIGN je C-type
lektinovy receptor na povrchu makrofagii a dendritickych bunck, ktery se ucastni procesu
rozpoznani patogena. Salpl5 se navaze na tento lektin na povrchu nezralych dendritickych
bunék a zapfi€ini tak inhibici produkce prozanétlivych cytokinid. Klistéci sliny vSak obsahuji
mnoho latek, které maji ve vysledku velmi podobny inhibi¢ni tc¢inek. Dikazem pro toto
tvrzeni muiZze byt naptiklad prostaglandin E2, ktery je schopny blokovat produkei
IL-6 a TNF-a. (Hovius et al., 2008)

Byly nalezeny homology proteinu Salpl5 u evropského Kklistéte 1. ricinus
(Iric-1, -2 a -3), avSak Iric-1 je nejvice podobny pravé Salpl5 z 1. scapularis.
(Hovius et al., 2008)

Velice zajimavym zjiSténim je potencialni vliv proteinu Salpl5 na alergické astma.
Inhibiéni funkce tohoto proteinu na CD4" T lymfocyty a stim i spojeny pokles IL-2,
byly vyuzity k potladeni astmatu u mysiho modelu. CD4" T lymfocyty jsou totiz podstatné
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pravé pro rozvoj alergického astmatu. Salp15 tedy v budoucnu muze byt vyuzit k zamezeni

alergické senzitizace, podstatné k rozvoji alergického astmatu. (Paveglio et al., 2007)

7.2 Sialostatiny

Ve slinach klist'at je obsazeno velké mnoZstvi inhibitorll proteaz. Konkrétné€ cystatiny
jsou inhibitorem C1-typu cysteinovych proteaz, jimz je napi. katepsin u savci. Cysteinové
proteazy jsou velice rozsSifené a hraji svou tlohu v mnoha bilogickych d&jich obratlovcet,
jakymi jsou naptiklad vyvoj imunitniho systému, neovaskularizace, chemotaxe neutrofili
béhem zanétu, apoptdza a mnoho dalSich, avSak neméné podstatnych uloh. Cystatiny délime
na tii typy, cystatiny 1, 2 a 3. Cystatiny 1 (n¢kdy oznacované jako stefiny) jsou intracelularni
proteiny cytosolu. Rodina cystatini 2 (vykazuji nejvétsi podobnost se sialostatinem
L a L2 — zminény nize) obsahuje veSkeré sekretované cystatiny a cystatiny 3, které jsou
casto oznacované jako kininogeny. Jak bylo zjiSténo, cystainy se vyskytuji 1 u bezobratlych
organismi a hraji dalezitou roli i pfi Gniku pfed imunitnim syst¢émem a jeho ovlivnénim.
Kotsyfakis et al. vr. 2006 popsal 2 cystatiny ze slin klistéte Ixodes scapularis, konkrétné
sialostatin L a sialostatin L2. Sialostatin L je specificky namifen proti katepsinu L, vykazuje
i protizanétlivou reakci a potlacuje maturaci dendritickych bunék a proliferaci CTL
(cytotoxickych T lymfocytt). (Kotsyfakis et al., 2006) Sialostatin L2 se objevuje
ve zvySeném mnozstvi u sajiciho klistéte, zatimco hladina sialostatinu L. béhem tohoto
procesu mirné klesa. Ve chvili, kdy byla genovéa exprese sialostatinu L2 potlacena, vyrazné
se zhorSila schopnost klistéte pfijimat potravu, zhorSil se jeho rist a kleslo mnoZstvi
vyprodukovanych vaji¢ek, coz naznacuje, Ze sialostatin L2 ma podstatny vliv na pfijem
potravy klistétem. (Kotsyfakis et al., 2007) Tyto skuteCnosti naznacuji dualezity vliv
sialostatinli na ptenos borelii a nasledné nastoleni infekce, pomoci ovlivnéni intracelularnich
a extracelularnich katepsini obsazenych v imunitnim mechanismu hostitele. V okamziku, kdy
byly spirochety B. burgdorferi injikovany do mysiho modelu spole¢né se sialostatinem L2,
jejich pocet byl po Ctyfech dnech témét Sestindsobné vyssi oproti kontrole 1 oproti ptipadu,
kdy byly spirochety injikovany spole¢né se sialostatinem L. Samotny sialostatin L2
nevykazuje vliv na proliferaci borelii in vitro. MozZnost interakce mezi sialostatinem L2
a nekterym z povrchovych proteinti borelii byla zkoumana, avsak nebyl zde shledan zadny

podstatny rozdil v poctu borelii oproti kontrole. Tedy moznost, ze se sialostatin L2 vaze
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na borelie pomoci interakce s nékterym z jejich povrchovych proteinti (podobné jako Salp15),
se neprokazala. (Kotsyfakis et al., 2010) Sialostatin L2 je tedy dnes povazovan za dalsi SAT
faktor.

7.3 B-cell inhibitory protein (BIP)

Jako dalsi potencialni SAT faktor se projevuje i B-cell inhibitory protein, obsazeny
ve slinach klistéte I. ricinus. Tento protein ma schopnost potlacit proliferaci B bun¢k, které
hraji jednu z kliCovych uloh v antimikrobialni imunité. Navic bylo zjisténo, ze potlacuje
proliferaci B bunck, ktera byla vyvolana jako reakce na ptitomnost povrchovych proteinii
borelii OspA a OspC v hostiteli a tim usnadni boreliim jak pfenos, tak nésledné rozsifeni.

(Hannier et al., 2004)

7.4 IL-2 binding protein

Potencialnim SAT faktorem se muze jevit i IL-2 binding protein, ktery byl
prezentovan ve studii Gillespe et al. v r. 2001. V této studii je popsan piimy vliv slin klistéte
I. scapularis na IL-2. Za tento ucinek je zodpovédny pravé IL-2 binding protein,
ktery v disledku potlacuje i proliferaci T bunék. U paraziti a patogenii se ndm timto
predkladé viibec prvni dikaz o proteinu, ktery zacilil sviij Gi€inek piimo na dany cytokin. IL-2
navic svym U¢inkem ovliviiuje nejen T lymfocyty, ale i jiné imunitni buniky, které exprimuji
IL-2 na svém povrchu. Témito bunikami jsou napiiklad B bunky, NK buiky, cytotoxické
lymfocyty, neutrofily a makrofagy. (Gillespie et al., 2001)

7.5 Histamine release factor (tHRF)

Ve slinach klistéte Ixodes scapularis byl objeven tzv. histamine release factor (tHRF),
tedy protein, ktery umoznuje klistéti stimulovat sekreci histaminu v hostiteli.
Dai et al. vr. 2010 zkoumal jeho vliv na sani klistéte a s tim i spojeny ptenos B. burgdorferi
jako puvodce Lymeské nemoci. (Dai et al., 2010)

Ackoliv klistéci sliny obsahuji tzv. histamine binding proteins (HBP) majici
za ukol neutralizovat zanétlivy efekt histaminu, ktery je sekretovan imunitnimi bunikami
hostitele do mista klistéciho sani, (Paesen et al., 1999) obsahuji i tHRF. Tento protein

stimuluje produkci histaminu v hostiteli tak, ze se vaze na basofily hostitele a stimuluje
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je k uvoliiovani histaminu. Bylo zjisténo, ze mnozstvi tHRF ve slinach klistéte stoupa béhem
sani na hostiteli a je vyrazné vy$$i u klistat infikovanych spirochetami B. burgdorferi.
Potlacenim produkce tHRF, dojde k pfenosu mensSiho mnozstvi spirochet do hostitele

a nasledn¢ je znesnadnéno i jejich rozsifeni.

Utinky HBP a tHRF by se mohly zdat protichiidné, aviak bylo zjisténo, ze klit& tyto
latky produkuje v odlisné fazi sani. Zatimco klist€¢ produkuje zvySené mnozstvi HBP
behem casné faze sani, kdy musi ¢elit ucinku histaminu, béhem pozdni faze sani je jiz kliste
na ucinek histaminu méné citlivé a zacne tedy produkovat ve zvySeném mnozstvi tHRF,
naopak exprese HBP se vyrazné snizi. Sekretovany histamin pak nejspiSe usnadni tok krve

do mista sani klistéte a podpoii tak jeho pfijem krve. (Dai et al., 2010)

Immunomodulators from
Ixodes scapularis saliva

Skin | Lymphoid organ
DENDRITIC CELLS DENDRITIC CELLS
| IL-12 and TNF-a production . | Antigen presentation

Sialostatin L
MACROPHAGES l'I' LYMPHOCYTES
| Activation - Proliferation
| IL-2 production or
Salp15 / availability
NEUTROPHILS
| Migration

IL-2 binding protein

Obr. 7 Imunomodula¢ni latky obsazené ve slinach ¢i SGE klistéte 1. scapularis.
Prevzato z: (Sa-Nunes et al., 2007)
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8 Vakcinace

Ve vyspé€lém svété je Lymeska borelidza jednou z nejcéastéjSich zoonoz zpisobenych
spirochetou ze skupiny Borrelia burgdorferi sensu lato, primarné ptenasenou klistaty
ze skupiny Ixodes. V soucasné dob¢ prozatim nemame k dispozici vakcinu, ktera by cloveéka
spolehlivé ochranila. (Schuijt et al., 2010) Vyvoj vakcin proti klistatim by se dal
do jisté miry rozd¢lit do tfi smérli, a to na vakciny zalozené na exponovanych antigenech,
vakciny zalozené na skrytych antigenech a dale na vakciny, ve kterych se oba typy antigenti
misi. (Nuttall et al., 2006) Exponované antigeny jsou antigeny, které se dostavaji ptimo
do klistétem poskozeného mista na hostiteli. Obvykle to jsou proteiny produkované slinnymi
zlazami klistéte, a jsou tedy obsazené v kliStécich slindch. Tyto antigeny vyvolavaji
u hostitele imunitni odpovéd’ a jsou pfeneseny pomoci dendritickych bun¢k do lymfatickych
uzlin, kde prezentuji antigen T lymfocytim. (Hovius et al., 2008) Skryté antigeny
se do styku simunitnim systémem hostitele prakticky nedostanou, jelikoZ jsou obsazeny
naptiklad ve sténé klistéciho stfeva a zde interaguji se specifickymi imunoglobuliny z krve
hostitele. V podstaté jakykoliv skryty antigen, ktery piichazi uvnité klistéte do styku
s imunoglobuliny hostitele a zajist'uje urcité vitalni funkce klistéte, mize byt potencionalnim

kandidatem na vytvoreni vakciny. (Nuttall et al., 2006)

8.1 OspA vakciny

Nemala pozornost byla pfi vyvoji vakcin zaméfena na povrchové proteiny borelii.

Ty jsou totiz kli¢ové pro jejich pteziti v riznych hostitelich a rovnéz pro tispé$nou transmisi.

Dvé farmaceutické spole¢nosti vyvinuly vakciny proti Lymeské borelioze (LYMErix,
ImuLyme). Obé byly zaloZzeny na povrchovém proteinu borelii OspA a prosly klinickym
testovanim na lidech. (Shen et al., 2011) Nakonec byla ale schvalena pouze vakcina
LYMErix, a to vroce 1998. Jedinci, ktefi podstoupili tuto vakcinaci, vykazovali po tfech
davkach z 80% rezistenci vici infekci zptisobené B. burgdorferi. (Steere et al., 1998) Tato
vakcina obsahovala 30 pg rekombinantni OspA a byla podavana jedincim ve tiech davkach
Vv intervalu 1 a 12 mésict po prvni davce a byla uréena pro jedince ve v€ku 15 — 70 let. (Shen
etal., 2011) Nevyhodou této vakciny vsak bylo, Ze u cca 5% jedinct se nevyvinula dostatecna
protilatkova odpoveéd’ na OspA. (Schuijt et al., 2010) Vysoky titr protilatek se ale v ptijemci
dlouho neudrzel, proto musely byt podavany dalsi davky vakciny, aby se hladina protilatek

udrzela v dostate¢né vysi. (Steere et al., 1998) Vhledem k t¢émto a dal$im okolnostem, jako
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byl i ponékud Casty vyskyt artritidy u pfijemct vakciny, byl LYMErix po c¢tyfech letech
stazen z prodeje. (Shen et al., 2011)

8.2 OspC vakciny

Dalsi alternativou boje proti boreliim jsou vakciny zaloZené na povrchovém proteinu
OspC. Studie jiz prokazaly, ze jsou schopny zajistit 0¢innou ochranu.
(Gilmore et al., 1996) Ackoliv jednou zvelkych nevyhod téchto vakcin je, ze OspC

je u jednotlivych druht borelii velice heterogenni.

8.3 DbpA vakciny

Do jisté miry GspéSnym kandidatem na vakcinu byl dalsi povrchovy protein DbpA.
Imunizace timto proteinem vyvolala u mysi potiebnou protilatkovou odpovéd’ proti boreliim,
ale pouze vpiipadé, ze byly borelie podany injekéné¢ a kultivovany in vitro.
Pokud doslo k pienosu borelii klistétem, ochrana jiz nebyla zjevna. (Hagman et al., 2000)
Tato skuteCnost jen dale podporuje a do jist¢é miry 1 dokazuje teorii slinami aktivované¢ho

pienosu.

8.4 Salp15 vakciny

Dalsi uvazovanou moznosti je vakcina zaloZzena na Salpl5, jelikoZ tento protein
obsazeny ve slinach kliStat se vaze na povrchovy protein borelii OspC a tim je chrani
pied imunitou hostitele (Obr. 8). (Ramamoorthi et al., 2005) Nedavné studie prokazaly,
ze Salpl5 antiserum ochranilo mysi pfed infekci boreliemi. Zajimavosti je, ze také znatelné
zlepSilo ochrannou schopnost protilatek proti antigeniim, jakymi jsou OspA a OspC.
Mysi pasivné imunizované timto antisérem byly znatelné ochranény pted boreliemi
pienesenymi piimo klistétem. Vakcinace pomoci molekul vektora, které patogen pottebuje
k Gspésnému pienosu a rozsifeni, se tak stava dal$im potencialnim zptisobem, jak bojovat

proti borelioze, ale i jinym podobné pifenasenym nemocem. (Dai et al., 2009)
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Obr. 8 Schéma popisujici tcinek vakcin zamifenych proti proteinu Salp15

a zpusob jakym mohou zabranit pfenosu B. burgdorferi. Pfevzato z: (Hovius et al., 2008)

8.5 Vakciny zaloZené na skrytych antigenech

Vysledek vakcinace pomoci exponovanych 1 skrytych antigenti je podobny,
tedy zvySeni mortality klistat a snizeni mnozstvi nasaté krve a tim i sniZzeni poctu vajec.
AvSak zplsob ucCinku vakciny proti skrytym antigenim je naprosto odlisny.
(Nuttall et al., 2006) Tyto antigeny totiz nevyvolavaji imunitni odpovéd’ béhem sani klistéte,
ale ve chvili, kdy jsou pfipraveny jako extrakt z klistéci tkdn¢ a injikovany do hostitele,
stavaji se imunogennimi. V hostiteli, kterému byla podana vakcina se skrytymi antigeny,
se indukuje vznik specifickych imunoglobulint, které klist¢ nasaje spole¢né s hostitelskou
krvi. Protilatky nasledné interaguji se skrytymi antigeny pfitomnymi na povrchu stievni stény
klistéte, zpsobi prasknuti stény a ndsledné vyliti stievniho obsahu do télni dutiny klistéte.

To zptisobi jeho smrt. (Rand et al., 1989)
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8.5.1 Vakciny zaloZené na proteinu ferritin

Béhem sani se klist¢ musi vypofadat s pifijmem obrovského mnozstvi Zzeleza,
které ptijima spole¢né s hostitelskou krvi. Ferritiny jsou v tomto procesu klicovymi proteiny,
které Zelezo nasledné uskladiuji. Klistata obashuji dva typy ferritinl, vnitrobunéény
ferritin 1 a sekretovany ferritin 2, ktery u obratlovci nema obdoby. Ferritin 2 (FER2) slouzi
jako primarni transportni protein zeleza, nachazejici se v klistécim streveé, odtud je sekretovan
do hemolymfy, kde slouzi jako pienase¢ Zeleza do periferalnich tkani. Zelezo je totiz nejspise
velmi dileZzité pro spravny vyvoj embryi. FER2 se navic vyskytuje u vSech vyvojovych stadii
klistat. Potlaceni produkce FER2 mélo za néasledek zvySenou umrtnost klist'at po séni, redukci
vahy a fertility. (Hajdusek et al., 2009) Vakcinace rekombinantnim FER2 méla podobny
ucinek jako potladeni jeho produkce v klistéti. Fakt, Ze hostitel vakcinovany FER2
protilatkami byl proti klistatim ochranén, se mize vysvétlit nékolika zpisoby.
Jedna z moznosti je, ze se protilatky navazaly na FER2 uvnitf bunék stfeva a znemoznily
tak FER2 spravné fungovat, coz vedlo ke Spatnému zpracovani a naslednému uvolnéni Zeleza
Z bun¢k. Samotné Zelezo ndsledné miize mit poSkozujici vliv na klist€. Druhou moznosti
je, ze protilatky interferovaly s FER2 v hemolymf¢ a zabranily tak pfenosu Zeleza do periferni
tkan¢. (Hajdusek et al., 2010) FER2 se tedy do jist¢é miry osvédéil jako ucinny antigen,

vhodny pro dalsi zkoumani a v budoucnu mozna i pro vakcinaci.

8.6 Dualni vakciny

Ideélni vakcina by méla ucinkovat na vice druhti klist'at a postihnout nejlépe vSechna
jejich vyvojova stadia (larva, nymfa, dospélec). Konkrétn¢ dualni vakciny museji vykazovat

jesté jednu velice podstatnou vlastnost, a to zacilit jak exponované, tak i skryté antigeny.
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8.6.1 Vakciny zaloZené na 64P

Antigenem pouzitelnym pro vyvoj dudlni vakciny by mohl byt protein 64P (15 kDa)
z klistéte Rhipicephalus appendiculatus, vyskytujici se v cementu klistat, jehoz funkci
je upevnit klist¢ v misté sani. Tento protein ma podobné slozeni jako keratin a kolagen, které
jsou obsazeny V pokoZce a Skafe hostitele, ¢imz je zajisténo, Ze nebude odmitnut imunitnim
systémem hostitele. (Trimnell et al., 2005) Ackoliv tento protein patii mezi exponované
antigeny, vykazuje zkiizenou reaktivitu s antigennimi epitopy ve stfevé, hemolymfe
a slinnych zlazach dospélych klist'at, nymf i larev. Zplisob ucinku jeho rekombinantni verze
64TRP spociva v indukci humordlni a oddéalené hypersenzitivni odpovédi, které postihnou
klist¢ jak v misté sani, tak porusi i integritu jeho stfeva, coz zpasobi smrt klistéte. Navic
je zktizené reaktivni proti riznym vyvojovym stadiim a zptisobuje umrtnost klist'at az z 80%.

(Nuttall et al., 2006)
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9 Diskuze

Lymeska borelidza je jednou z nejc¢astéjSich zoondz zptsobenych spirochetou Borrelia
burgdorferi, objevujicich se ve vyspélém svété. Tento patogen potiebuje ke svému pienosu
vektor, kterym je nejcastéji klisté ze skupiny Ixodes. Jakmile jsou borelie pieneseny
do hostitele, jimz je v mnoha piipadech i ¢lovek, za¢nou se nekontrolovatelné mnozit a Sifit
po okolnich tkanich. V Casné¢ fazi infekce, kterd se v mnoha piipadech projevi
jako tzv. erythema migrans (Cervend migrujici skvrna), se tato nemoc da uspésné
a bez nasledkl vylécit bézn¢ dostupnymi antibiotiky, nelécend vSak ma za néasledek mnoho
vaznych komplikaci, mezi které fadime nej€astéji artritidy, coZz souvisi s vyskytem borelii

v kloubech, ¢i bolestivé zanéty misnich kofent a mozkomis$nich plen.

B. burgdorferi je schopna produkovat na svém povrchu mnoho proteind,
které ji usnadnuji kolonizaci jak bezobratlych (klist¢), tak obratlov¢ich hostitelt, do kterych
je Kklistaty nasledné pienesena. Tyto proteiny jsou exprimovany v ruzném mnozstvi,
Vv zavislosti na prostiedi, v némz se borelie aktualné¢ nachazeji, a z ¢asti v zavislosti na
okolnich podminkach (zahrnuje zménu pH, okolni teploty). Je vSak nezbytné pro budouci
studie pochopit piesny zptisob, jakym je fizena a ovliviiovana produkce proteint, klicovych

pro adaptaci a pieziti borelii v jednotlivych hostitelich.

Vzhledem ktomu, Ze se borelie vazi jak ve vektoru, tak v koncovém hostiteli
na receptory ruznych tkani, je velmi podstatné poznat pravé tyto receptory a mechanismus
jakym se na né borelie vazi. To by mohlo v budoucnu vést k moznému naruseni vazby
na receptor, a tedy i ke znemoznéni dlouhodobého pretrvavani borelii v tkdnich. Dnes jsou jiz
znamy interakce mezi proteiny kliStat a borelii. Ve chvili, kdy se borelie ocitnou spolecné
snasatou krvi v klistécim stfevé, dochazi kinterakci mezi jejich povrchovym
proteinem OspA a klistécim receptorem TROSPA. Tato interakce umozni boreliim setrvat
ve stfevé az do dalSiho sani, kdy se borelie pfesunou do slinnych Zlaz klistcte,
kde ve vysokém mnozstvi exprimuji dal$i povrchovy protein OspC. Zde navic dochazi
pro borelie kzasadni interakci mezi OspC a proteinem klistécich slin Salpl5.
Tato vazba boreliim poskytne velmi ucinnou ochranu pied imunitnim systémem hostitele,
jelikoz Salpl5 inhibuje rozvoj imunitni odpovédi hostitele a poskytne jim tak cas

v

k Gspésnému rozsifeni a kolonizaci tkani.
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Salp 15 nejspise nebude jedinou a posledni latkou, ktera interaguje piimo s boreliemi
a umoziuje jim tak snadny pienos do hostitele, je ale pfedmétem zkoumani, které dalsi latky

by mohly pfenaSeny patogen podobné zvyhodnit.

V poslednich letech vyznamné narostl pocet identifikovanych latek v klistécich
slinach, které jednak potlacuji odpovéd hostitele na sani kliStéte a dale jistym zplsobem
interaguji s prenaSenym patogenem. Neni dnes jiz pochyb, ze prave klistéci sliny nebo SGE
(salivary gland extracts) vyrazné podporuji rozsifeni borelii v hostiteli a usnadiuji
tak 1 kolonizaci jeho tkani. Tuto pozoruhodnou ,,spolupraci mezi vektorem a prenaSenym
patogenem nazyvame slinami aktivovany pienos (SAT). Slinami aktivovany pienos byl
identifikovan u mnoha patogenti pienaSenych nejen klistaty, ale naptiklad i krevsajicim
dvoukiidlym hmyzem, jako jsou Lutzomyia a Phlebotomus, pfenaSeci parazitického prvoka
Leishmania spp. SAT byl pozorovan dokonce u viru Thogoto a viru klistové encefalitidy.
V konkrétnim piipad€ interakce mezi boreliemi a kliStaty mame v soucasné dobé& oficialné
identifikovany dva SAT faktory a to Salpl5 a sialostatin L2. Oba tyto SAT faktory jsou
produkovany béhem sani klistéte, avSak podstatnym rozdilem mezi nimi je, ze sialostatin L2
neinteraguje ptimo s boreliemi jako v pripadé Salpl5. Sliny klistat vSak obsahuji obrovské
mnozstvi latek s imunomodulaénimi vlastnostmi, a proto tento pocet SAT faktorti rozhodné
nebude kone¢ny. Dlkazem pro toto tvrzeni muze byt i BIP (B-cell inhibitory protein), ktery
potlacuje proliferaci B bun€k zplsobenou povrchovymi proteiny borelii (OspA, OspC).
V nedavné dob¢ byl objeven vliv Salpl5 na potlaceni alergického astmatu, coz naznacuje
skutecnost, ze jednotlivé imunomodulacni latky z klistécich slin (a nejen z nich) by mohly byt
vyuzity i v jinych oblastech nez jen jako cile potencialnich vakcin. Do jisté miry G¢innym
SAT faktorem je i tzv. histamine release factor (tHRF). Tento protein objeveny ve slinach
klistéte Ixodes scapularis je vyznamny piedevS§im v pozdni fazi sani, kdy je ve vysoké mife
sekretovan. Jeho schopnost spociva ve stimulaci basofilti hostitele k uvolfiovani histaminu.

vvvvvv

rozsifeni z mista sani klistéte do vzdalenéjsSich oblasti hostitele.

Velice zasadnim problémem je, ze ackoliv se vyskyt klistaty pfenaSenych nemoci
neustale zvySuje, a to 1 ve vyspélych zemich, nebyla prozatim nalezena spolehliva vakcina
proti naprosté vétsiné z nich. K vyfeSeni tohoto problému bude nejspiSe zapotiebi detailniho
prozkoumani a pochopeni interakci mezi vektorem, patogenem a hostitelem. Mapovani latek

obsazenych ve slinach vektor a latek interagujicich s pfendSenym patogenem vsak piinasi
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jistou nadgji, ze v budoucnu bude vytvofena vakcina, kterd by Gginné fungovala. Uginek
vakciny muze bud’ znemoznit sani vektora, a tedy i pienos patogena, Ci pfeneseny patogen
zcela zahubit. V klistécich slindich se jiz podafilo objevit mnoho latek ovliviiujici
jak imunitni odpoveéd’ hostitele, tak umoziujici rozsifeni patogena po hostiteli bud’ nepfimo,
tedy potlacenim imunitni odpovédi hostitele (primérné ale za i€elem GspéSného sani klistéte),
¢1 ptimo interagujicich s patogenem (vazba jiz zminéného proteinu Salp15 na OspC borelii).
Zda ale vakcina zacilena proti témto latkam, ¢i vakcina kombinujici nékolik téchto latek bude

ucinnd, je prozatim predmétem vyzkum a stale nezodpovézenou otdzkou.

Vyjimku mezi nemocemi, proti kterym prozatim nemame spolehlivou vakcinu, netvoti
ani Lymeska borelidza, ac¢koliv v minulosti se jiz jedna vakcina dostala az do komer¢niho
prodeje. Tato vakcina vSak byla zanedlouho stazena z prodeje hlavné diky nasledné vznikajici
artritidé u vakcinovanych pacientd. Vytvoreni univerzalni vakciny, kterd bude zalozena na
jednom konkrétnim antigenu a bude Gcinna proti veskerym patogeniim pfenasenym klist'aty,
vSak nebude mozné. Klistata totiz prenaseji jak bakterie, tak viry a v koncovém hostiteli
se proti nim uplatiuji odlisSné imunitni mechanismy. Zatimco v boji proti bakteriim
se uplatiluje predevsim alternativni cesta komplementu a fagocytdéza makrofagl, u virt
se uplatiluji hlavné interferony a jiné cytokiny. Infekce zplisobend viry i bakteriemi je navic
doprovazena zanétem. Tak jak se li§i rizny zpusob imunitni odpovédi na viry a bakterie,

stejnym zpusobem se 1i8i i proteiny, které pienos do hostitele doprovazeji.

Molekuly klistécich slin pisobi redundatné, v praxi to znamend, Ze zacileni pouze
jedné molekuly vakcinou mulZe sice zplsobit jeji inhibici, avSak dal$i molekuly obsazené
ve slindch jsou schopny jeji funkci alesponl z¢asti nahradit. Toto prolindni G¢inkl jednotlivych
latek je pro klist¢ nejspiSe jedinym, zato velmi GspéSnym zpusobem, jak obejit ochranné
systémy hostitele a ziskat tak dostatecné mnoZzstvi potravy, dale se vyvijet a mnozit. Pfenos
borelii ¢i sani klistéte mtze byt po potlaeni pouze jedné latky ve vysledku znesnadnén,
nikoliv vSak preruSen. Na druhou stranu vakciny zaloZzené na exponovanych antigenech,
jakymi jsou napiiklad slinné proteiny, maji jednu zasadni vyhodu - u vakcinovaného jedince
totiz kazdé dalsi sani klistéte zpuisobi opakovanou imunizaci a funguje zde tedy jako booster,
coz znamena, ze po kazdém sani se zvysi ¢i obnovi mnozstvi protilatek pifitomnych
Vv hostiteli. Tato skutecnost vSak neplati u vakcin, které jsou zaloZzené na skrytych antigenech.
S témito antigeny totiz hostitel béhem sani klistéte nepiichazi do styku, a tedy opakovana

imunizace zpusobena dal$im sanim klistéte neni mozna. Proto by bylo nutné imunizaci uméle
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(injek¢né) opakovat. Naprosto idedlnim feSenim tohoto problému se zdaji byt tzv. dudlni
vakciny, které vyuzivaji vyhodnych vlastnosti obou typt jiz zminénych vakcin. Antigeny
pouzité pro vakcinaci jsou pritomné ve slinach, pfichazeji tedy do styku pfimo s hostitelem
a zkifizen¢ reaguji S vnitinim prostfedim vektora. Horkym kandidatem pro tento druh vakciny
se zda byt protein 64P, ktery je pfitomny v cementu klitat a zkfizené reaguje s antigennimi
epitopy Vv ruznych tkanich klistat, véetné stfeva. Silna humoralni a hypersenzitivni odpovéd’
na tento antigen zpusobi totiz pieruseni sani kliSté€te a narusi jeho vnitini tkdné, coz zapiicini
jeho smrt. V dualnich vakcinach spatiuji velky potencial a snad i budouci feseni, jak zabranit
Sifeni kliStaty pfendsenych patogent, jelikoz ve chvili, kdy klist¢ neni ihned od zacatku

schopno uspésné sat, neni pravdépodobny ani pienos patogenti v ném obsazenych.

36



10 Zavér

Ve své bakalarské praci jsem se podrobné zabyvala problematikou pienosu patogent
aktivovaného klistécimi slinami (SAT). Studovani tohoto velmi rozsdhlého tématu mi
umoznilo pochopit slozité interakce mezi vektory a patogeny, které pienaseji.
Uloha slin vtomto pienosu spo¢iva ziejmé v jejich modulaénim (supresivnim) uéinku
na imunitu hostitele a vytvofeni pfiznivych podminek pro mnozeni a Sifeni patogena.
V klistécich slinach bylo jiz nalezeno né€kolik proteinti s prokazatelnou SAT aktivitou.
Tyto SAT faktory a dalsi, které budou objeveny, by se mohly stat zdkladem takzvanych
otrans-block®  vakcin  zabrafujicich pfenosu patogentt zvektora na hostitele.
Vakciny obsahujici jak antigeny slin, tak tzv. skryté antigeny klistat (dualni vakciny) by pak
mohly indukovat imunitu postihujici jak sani samotného klistéte, tak pfenos patogenti timto
vektorem. V kazdém ptipadé vyZzaduje vyvoj vakcin proti klistatim dal$i studium imunitnich
interakci v trojuhelniku patogen — vektor — hostitel. Pravé vakciny jsou také soucasti mé
prace, jelikoZ mohou byt zaloZeny na antigenech kliStécich slin. V&fim, ze intenzivni vyzkum
na poli latek obsazenych ve slinach a na poli vzajemnych interakci mezi vektorem, patogenem

a hostitelem povede k vyvoji a¢inné ochrany pied patogenem nebo vektorem samotnym.
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