JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Vliv vakcinace slinami kliStéte Ixodes ricinus na
prenos Borrelia burgdorferi a cytokinovy profil

hostitele

Diplomova prace

Bc. Eva Gregorova

Skolitel: Doc. RNDr. Jan Kopecky, CSc.
Skolitel specialista: RNDr. Helena Horka

Ceské Bud&jovice

2011



Gregorova, E., 2011: Vliv vakcinace slinami kliStéte Ixodes ricinus na ptenos Borrelia
burgdorferi a cytokinovy profil hostitele. [The influence of vaccination with saliva of the tick
Ixodes ricinus on the transmission of Borrelia burgdorferi and cytokine profile of the host.
Mgr. Thesis, in Czech] — 75 p., Faculty of Science, The University of South Bohemia, Ceské
Bud¢jovice, Czech Republic.

Anotace:
The tick Ixodes ricinus is one of the most important vectors of human pathogens like the

spirochete Borrelia burgdorferi and TBE virus. The effect of repeated infestations with
pathogen-free /. ricinus nymphs and the effect of vaccination with ticks saliva of the tick 1.
ricinus on the transmision Borrelia burgdorferi and on the production of the cytokines were
studied. The draining lymph nodes of C3H/HeN mice were examined for IL-2, IFN-y and IL-
10 production by antigen capture enzyme-linked immunosorbent assay. Spirochete load in

skin, heart and bladder was examined by real-time polymerase chain reaction.

Prace byla financovana vyzkumnym centrem MSMT LC06009.

Prohlasuji, Ze jsem piedkladanou diplomovou préci vypracovala samostatné, pouze s pouzitim
uvedené literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své diplomové préce, a to v nezkradcené podobé — v upravé vzniklé vypusténim
vyznacenych ¢asti archivovanych Ptirodovédeckou fakultou - elektronickou cestou ve vetejné
piistupné &asti databaze STAG provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych Budgjovicich
na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému
textu této kvalifika¢ni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v
souladu s uvedenym ustanovenim zdkona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele a
oponentli prace i1 zaznam o prib¢hu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace. Rovnéz
souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz
provozovanou Nérodnim registrem vysokoSkolskych kvalifika¢nich praci a systémem na

odhalovani plagiata.

V Ceskych Budgjovicich dne 27.4. 2011

Eva Gregorova



Podékovani
Rada bych na tomto misté podéekovala svym skolitelit Doc. RNDr. Janu Kopeckému CSc. a
RNDr. Helené Horké za vyber zajimavého tématu, odborné vedeni, mnoho cennych rad a

trpelivost. Dale pak dekuji vsem z Laboratore interakci vektor-hostitel. Meé velke diky patii i

mym rodic¢iim a prateliim za podporu.



Obsah

T UVO ceenieiittieeee ettt ettt e et e e e e e s s e nrae e e e e e e s s e nnnnaees 1
1.1. KIiste obecné - popis a stavba téla ............ooiiiiiiiiiiii 1
1.2. Vyvojovy cyklus klistéte obecného ............cooiiiiiiiiii 2
1.3. Lymska DOreliOza .....ooneeiiii e 3

1.3.1. MIKIODIOIO@IC ...ttt e e eae e 3
1.3.2. Vngjsi povrchové proteiny B. burgdorferi ..............cccooiiiiiiiiiiiiiniinnian... 4
1.3.3. Genom B. BUr@dOrferi .........c.oouuiuii i 5
1.3.4. Zivotni cyKIus B. DUrgdorferi ..............cuuue e 6
1.3.5. Klinické projevy lymsk€ nemoct ...........ooviiiiiiiiiiii e, 6
1.3.6. Diagnostika a 1€Cba ...........cooiiiii i 7
1.4. Prehled dalSich onemocnéni prendSenych klistaty ..., 8
1.5. Interakce borelie-KIiStE ... ... 9
1.6. Interakce borelie-hostitel ....... ..o 11
1.7. Interakce KIStE-hoStite]l ........o.oieiiiii 13
1.7.1. Imunitni odpovéd’ hostitele proti kKIiSteti ...........coooviiiiiiiiiii, 13
1.7.2. Obrana klistéte pfed imunitnim systémem hostitele ................................ 14
1.7.3. Imunomodulacni GCinky sIin ... 15
1.7.3.1. Antikoagulanty .........o.ooiiiiiiiii e, 15

1.7.3.2. IMUNOSUPTESOTY . .nnttenttentt et ete et et e et et e eeeeeeeeaaeeenans 16

1.7.4. Zpsob prenosu borelil .......co.viiiiiii i 19
1.7.5. Slinami aktivovany pienos (SAT) u B. burgdorferi ...................ccccevenn.. 20
1.8. Trans-block VAKCINY .......oiuiiii e 22

72 05 1 L 1) o T 26

R\ B2 E:1 IR 111 111 27
R R 111 27
R0 Y 1) 27
330 BaKEOTIC .ottt 27

3.3.1. Kultivace BOrelif «....ooouee e, 27
3.3.2. Stanoveni poctu borelil ........oovuiiiiiii i, 27
3.4, KIStECT SHIMY . .one e e 28
341 OdDET SHN .. 28

3.4.2. Stanoveni koncentrace proteinu ............ooeevuiiuiiiiiiniiiiiieieaeeieenneanenn. 28



3.5. Imunizace opakovanym sanim kliStéte 1. ricinus ...............coooiviiiiiiiiiiiiiinan.. 28

3.5.1. IMUNIZACE MIYST ...viniie et 28
3.5.2. Infekce mySi bOreliemi .........ovuuiiniit i 29
3.5.3. Izolace a zpracovaAni OTZANTL .......oovviiniiiiii i e, 29
3.5.4. Ptiprava buné€cné suspenze z uzlin .............cooooiiiiiiiiiiii i 29
3.6. Imunizace slinami KIiStete L. 7icinus ...........ooooiiiiiiiiiiii i, 30
3.6.1. IMUNIZACE MIYST . ..vietiti e, 30
3.6.2 Infekce mySi boreliemi .......ooviiiiiii e 31
3.6.3. Izolace a zpracovaAnT OTZANT .......oovviiniiiit i e 31
3.6.4. Priprava bunécné suspenze Z Uzlin ...........cooveiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 31
3.7. Stanoveni CYLOKINT ......oouinuiie i e 31
3.8. Stanoveni protilatek ......... ..o 32
3.9. Izolace DNA z mySich OTgaNntl .......cceviiniii i e e 32
3.10. Real-time PCR ... 33
3 L1 StatiStIKA .o 34
4 VYSIEAKY toueineiniiniiuiiiiiniieiiiiiiieiietitiiiattesesatsssesnssassssessnssnssssessnssnsnsssses 35
4.1. Vakcinace mysi opakovanym sanim nymf 1. vicinus ................cccoviiiiiiiiinnnn.. 35

4.1.1. Produkce cytokinli miznimi uzlinami po vakcinaci opakovanym sanim ......... 35

4.1.2. Vliv vakcinace opakovanym sdnim na distribuci a proliferaci borelii v mysich

OTZANECH L. 37
O U T /<t 37
122 STACE e 38
4.1.2.3. MOCOVY MEChYT .. .o 38

4.1.3. Protilatky proti slinam pfitomné v séru po vakcinaci opakovanym sanim ...... 39

4.1.4. Vliv vakcinace opakovanym sanim na metamorfézu a mortalitu 1. ricinus ..... 40
4.2. Vakcinace mysi slinami KIiSt'at L 7icinus ............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 41
4.2.2. Produkce cytokinli miznimi uzlinami po vakcinaci slinami ....................... 41

4.2.3. Vliv vakcinace slinami na distribuci a proliferaci borelii v mySich organech ... 43

A2 31 KOZE oot 43

4232 STACE e 44

4.2.3.3. MOCOVY MEChYT . ...t 44

4.2.4. Protilatky proti slindm pfitomné v séru po vakcinaci slinami ..................... 45
SDISKUZE cuvuveniininiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitittieietetetetattetatacsetasatesacasnssnes 46

5.1. Vakcinace mysi opakovanym sanim nymf L. 7icinus ...............ccooeviiiiiiiiiian.n, 46



5.2. Vakcinace mysi slinami KIiSt'at 1. 7icinus ............c.cooviiiiiiiii i, 48
(/27 ) - 9.
7 PouZitd lIteratura .....ccvvviniiniiiiiiiiiieiieiiiiiiiiieiieiiiieiieiiiciiiesieciececsaciececnces 3

8 SeZNAM ZKIAtEK vevveniereniiereeiiereeeeereeeeeresesesesesesssesosssesosssssssssssssssssssssssonsees 07



1 Uvod

1.1. Klisté obecné - popis a stavba téla

Kliste obecné (Ixodes ricinus) je jednim z nejvyznamnéjSich ektoparazitii clovéka
a domacich i divokych zvitat. Radime jej do kmene &lenovci (4rthropoda), tiidy pavoukovci
(Arachnida), tadu klistata (Ixodida), celedi klistatoviti (Ixodidae) a rodu kliste¢ (Ixodes)
(Linnaeus, 1758). Do tadu Ixodida patii dvé hlavni ¢eledi: vySe uvedena celed’ Ixodidae (tzv.
tvrda klistata, maji scutum tj. hibetni stitek z chitinu) a celed’ Argasidae (tzv. mekka klist’ata,
nemaji scutum). M&kka klistata saji na hostiteli rychle (hodiny) a obvykle se nachazeji
v teplejSich oblastech. Naproti tomu tvrd4 kliStata saji pomaleji (dny), jsou rozsitenéjsi
a vyskytuji se hlavné v subarktickych oblastech (Gustafson, 1993). Ob¢ tyto Celedi se lisi
tvarem téla, chovanim, zplisobem vyvoje a pfenaSenymi parazity (Siiss, 2003, Sonnenshine,
1993).

T¢lo klistéte Ixodes ricinus se skladad z hlavové ¢asti (gnathosoma) a vlastniho téla
(idiosoma). Na hibetni stran¢ je Stitek (scutum), jehoz velikost a barva zavisi na pohlavi
a vyvojovém stadiu. U nymf a dospélych samic kryje Stitek jen pfedni ¢ast hibetu (umoziuje
zvétSeni objemu), zatimco u dospélych samct cely hibet. Klisté je vybaveno pro rychlé
proniknuti do kiize a sani krve Gstnim ustrojim tvofenym dvéma celistnimi makadly (palpy),
chelicerami a hypostomem. Hypostom je tvoien zpétnymi hacky, které znesnadnuji odstranéni
klistéte. K dalSimu pfipevnéni v mist¢ piisati slouzi rychle tvrdnouci latka cement.
V klidovém stavu je hypostom piekryt makadly, kterd se pii pfisati odklani do stran. Na
prvnim ¢lanku prvniho paru nohou je umistén tzv. Halleriv organ, ktery umoziuje detekci
COa,, teploty, pachti, amoniaku a pohybu. Klisté Ixodes ricinus je slepé, a proto diky tomuto
organu dokaze vyslidit svou obét’. Existuji ale 1 druhy které maji jednoduché o€i, umisténé na
okraji scuta (Siiss, 2003, Daniel, 2007). Mezi hypostomem a chelicerami jsou umistény
vyvody slinnych zlaz. Slinné Zlazy jsou dilezité pro dalsi sani kliStéte a pfenos patogeni.
KIisté musi béhem sani ptekonat rizné bariéry hostitele jako hemostazu, zanét a pfirozenou 1
adaptivni imunitu (Francischetti et al., 2009, Ribeiro, 1987). V klistécich slinach jsou proto
obsazeny antikoagulacni latky (enzym ixodin), lokalni anestetika, toxiny a enzymy. Diky
témto latkam je prisati klistéte efektivni a bezbolestné a ¢asto neni ¢lovékem zaznamenano

(Brossard a Wikel, 2004).



1.2. Vyvojovy cyklus kliStéte obecného

Vyvoj klistéte obecného trva v pifirodnich podminkach 2-3 roky, za neptiznivych

podminek i déle (Siiss, 2003, Barton et al., 1996). Kazdé vyvojové stadium klistéte saje na

jinych obratlov¢ich hostitelich po dobu nékolika dni. Tvrda klistata maji 3 vyvojova stadia

(1. larva, 2. nymfa, 3. dospélec) zatimco mékka klistata maji 5 vyvojovych stadii (1. larva, 2.,

3., 4. nymfa, 5. dospé€lec) (Rysavy et al., 1988). Po pafeni, které obvykle probiha na hostiteli

pred sanim, naklade samicka mezi 1000-5000 vaji¢ek. Vajicka samicky kladou na listy rostlin

ve vlhkém a teplém prostiedi a zanedlouho poté umiraji. Z vajic¢ek se lihnou larvy, které maji

Ry

Obr. 1. I ricinus. (A) samicka s vajicky, (B)
larva, (C) nymfa, (D) samecek, (E) samicka.
(Siiss, 2003)

3 pary koncetin a délku 0,8 mm. Larvy saji na
drobnych obratlovcich (pf. hlodavcich) v priméru
2-4 dny. Po Gspesném nasati se larva svlece a preméni
se na nymfu s 4 pary koncetin. Nymfy saji také na
mensich obratlovcich 3-5 dni, jsou podobné dospélym
samicim a méii 1,1 mm. Po poslednim sani, které
probihd na vétSich obratloveich (vysoka zvéer), se
nymfa pfeméni na dospé€lce. Dospéla nenasata samice
ma velikost 4x3 mm, je hnédocervend a scutum je
tmavé az cerné. Nasatd samice miZe dosahovat
velikosti az 7x11 mm a je olivové Sedd. Samecek
nesaje krev, ma velikost 2,5 x 1,5 mm a je celkové
tmavy (Gustafson, 1993, Daniel, 2007, Sonnenshine,
1993). Kazdému vyvojovému stadiu klistéte trva
zhruba rok, nez se pifeméni zjednoho stadia do
druhého. Proto je obdobi vyvoje klistéte dlouhé
pfiblizné 3 roky. Tato doba mulZze byt ale proménliva
(2-6 let) v zavislosti na zemépisném pasu, dostupnosti

hostitela a klimatickych podminkach (Siiss, 2003).



1.3. Lymska borelioza

Piivodce onemocnéni poprvé popsal Willy Burgdorfer v roce 1982 v USA a po ném
byl také pojmenovan jeden z prvnich objevenych druhti borelii. Plivodcem lymské boreliozy
je gramnegativni bakterie patiici do kmene Spirochaetes, rodu Borrelia a druhu Borrelia
burgdorferi sensu lato. Zastupci kmene Spirochaetes (zahrnuje napt. Treponema pallidum
nebo Leptospira interrogans) maji charakteristick¢é znaky jako spiralovity tvar, biciky
a Sroubovity pohyb. Cely komplex Borrelia burgdorferi sensu lato zahrhuje nejméné 15 druht
a to: B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. andersonii, B. bissettii,
B. californiensis, B. japonica, B. lusitaniae, B. sinica, B. spielmanii, B. tanukii, B. turdi,
B. valaisiana. Mezi nove popsané druhy patii B. carolinensis, B. americana, B. bavariensis,
B. kurtenbachii, B. yangtze (Chu et al., 2008, Margos et al., 2009, Rudenko et al., 2009a,b,
Strube et al., 2010). Onemocnéni je zplisobeno patogennimi bakteriemi B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii, B. afzelii a B. spielmani (Burgdorfer et al, 1982). V Evrop¢ a Asii jsou
hlavnimi ptavodci borelidozy B. garinii, B. afzelii a B. spielmani, zatimco v USA je to
B. burgdorferi sensu stricto (van Dam, 1993). Patogenita ostatnich druhli je zatim nejasna,
nicméné u druhit B. bissettii, B. lusitaniae a B. valaisiana se predpoklada, ze zpisobuji
lymskou boreliozu (Ryffel et al., 1999, Collares-Pereira et al., 2004). V Ceské republice jsou
puvodcem onemocnéni hlavné B. garinii a B. afzelii. Jednotlivé druhy se mezi sebou lisi
antigennimi vlastnostmi, po¢tem plazmidi a riiznou afinitou k ur€itym orgdniim (Bolehovska

et al., 2009, Wilske, 2005).

1.3.1. Mikrobiologie

Borelie jsou mikroaerofilni gramnegativni spirdlové bakterie, které maji nékolik bic¢ikt
ukotvenych v periplazmatickém prostoru pomoci bazalnich diskti (Kramat, 2007, Bolehovska
et al., 2009). Dale maji pevnou bunéfnou sténu o délce 10-30 pm a praméru
0,2-0,3 um. Za pohyb je zodpovédnych ptiblizn¢ 7-14 bicikd, které jsou tvorené ze dvou typl
bicikovych proteini- prevazné z FlaB (41 kDa) a méné z FlaA (38 kDa) (Ge et al., 1998).
Typicky pro né€ je Sroubovity pohyb, ktery je vyhodny v mistech jejich nejcastéjsiho pohybu
tj. ve vysoce viskéznim prostiedi mezibunécné hmoty. Spirochety jsou schopny vyvinout
rychlost pfesahujici 2 mm/minutu (Malawista a de Boisfleury Chevance, 2008). Tento zptsob

pohybu umoziiuje piekonat epitelidlni i hematoencefalitickou bariéru. SloZeni bunécéné



membrany je podobné ostatnim gramnegativnim bakteriim. Podstatny rozdil je ale
v nepiitomnosti lipopolysacharidu a velkém mnozstvi lipoproteinli ve vngj$i bunécné
membrané (Fraser et al., 1997, Takayama et al., 1987). Spirochety jsou vybaveny celou fadou
antigeni proteinové 1 neproteinové povahy. Mezi nejvyznaméjs$i patii antigeny vnéjsi
membrany OspA, OspB a OspC, bi¢ikovy p41, cytoplazmaticky p60 a fada dalSich (Hulinska
et al., 2003). Borelie jsou také schopné vstupovat do buné¢k (fibroblastii, dendritickych bunék,
makrofagl) a v nich nadale ptezivat (Ktfupka et al., 2008).

Diky své nekompletni metabolické vybavé nemaji borelie potfebné enzymy pro
syntézu aminokyselin, mastnych kyselin a nukleotidii, a proto jsou zcela zavislé na svém
hostiteli. Spirochety jsou adaptovany na nizké hladiny Zeleza, jejichz aktivni snizovani
v télesnych tekutinach je jednim z hlavnich mechanizmi nespecifické protibakterialni obrany
hostitele (Kfupka et al., 2008). Za neptiznivych podminek (nizké pH, nizky osmoticky tlak,
nedostateCna vyziva) jsou bunky Borrelia burgdorferi schopny pfemény na nepohyblivé
cystické formy. Tyto cystické formy jsou pak vétSinou schopny reverze v plné aktivni
pohyblivou formu. Toho miiZze byt vyuzito k pfekondni nepiiznivych podminek, jako je

pusobeni imunitniho systému a 1écba antibiotiky (Murgia et al., 2002).

1.3.2. Vnéjsi povrchové proteiny B. burgdorferi

Borelie maji n¢kolik povrchovych lipoproteinit Osp (Outer surface protein). Prvni
izolované Osp proteiny byly oznaceny: OspA, OspB, OspC, OspD, OspE a OspF (Li et al.,
1997, Wilske et al., 1993, Norris et al., 1992, Lam et al., 1994). Tyto proteiny pravdépodobné
interaguji s bunéénymi a intersticialnimi komponentami tkani klist'at a hostitele. Béhem sani
klistat na hostiteli dochdzi u povrchovych proteini k snizeni nebo zvySeni jejich exprese
(Schwan et al., 1995, Hefty et al., 2002). Mnoho takto razn¢ exprimovanych proteina je
kédovano na plazmidech (Hefty et al., 2002, Wallich et al., 1995). Spirochety nemaji ve
vnéjsi bunééné membrané liposacharid, ale velké mnozstvi proteinti Osp. Proteiny Osp mohou
proto byt z ¢asti zodpoveédné za zanét spojeny s infekei (Singh a Girschick, 2004).

Nejvice studovanym proteinem B. burgdorferi je OspA, exprimovany boreliemi
v klistatech. OspA slouzi k prichyceni borelii ve stievé klistat na receptor TROSPA (Tick
Receptor for OspA). Diky OspA jsou spirochety pravdépodobné chranény pred internalizaci
béhem traveni krve. Protilatky hostitele proti OspA mohou proto interferovat s kolonizaci
stteva bakteriemi (Singh a Girschick, 2004). Béhem sani klistat poté dochazi ke snizovani

exprese OspA a to umoziuje boreliim oddéleni od stfeva a pfechod do hemolymfy. Déle
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borelie migruji do slinnych Zlaz a béhem sani kliStéte se se slinami dostavaji do hostitele
(Schwan et al., 1995, de Silva et al., 1996, Pal et al., 2000). Béhem sani krve vykazuje
populace spirochet velkou heterogenitu, protoze exprese proteini Osp je variabilni i v rdmci
druhu borelii. Po pfenosu bakterii do hostitele je OspA pravdépodobné jeSté piitomen
v n¢kterych stadiich (Akin et al., 1999, Singh a Girschick, 2004). Dalsi dlezity protein OspC,
pravdépodobné hraje roli v pienosu borelii do hostitele. Syntéza OspC odpovidd migraci
spirochet z stfeva klistéte do slinnych zlaz. Nenasatymi kliStaty neni OspC exprimovan.
V pribéhu sani klistat je ve stfevé zvySovana syntéza OspC. Jakmile se ale spirochety
dostanou do slinnych zlaz, je jeho syntéza snizovana. Protilatky proti OspC blokuji piechod
borelii ze stieva do slinnych zlaz (Fingerle et al., 1995, Montgomery et al., 1996, Gilmore
a Piesman, 2000, Singh a Girschick, 2004). Borelie, které vstoupi do hostitele, uz dale OspC
neprodukuji. Malé mnozstvi bakterii ale mtize stale mit OspC na svém povrchu (Onishi et al.,
2001, Singh a Girschick, 2004). Dale bylo zjisténo, ze povrchovy protein OspD je ziejmé
faktor virulence (Norris et al., 1992). Proteiny Erp (OspE/F-related proteins) jsou povrchové
lipoproteiny, které sdileji sekvencni homologii s OspE a OspF. Proteiny Erp, OspE a OspF
mayji dlezitou roli v rezistenci B. burgdorferi proti komplementu (Akins et al., 1999, El-Hage

et al., 2001, Stevenson et al., 2002).

1.3.3. Genom B. burgdorferi

Organizece genomu B. burgdorferi (kmen B31, NC 001318) je znacné neobvykla,
protoze nejvetsi Cast tvoii linedrni chromozom kodujici zékladni proteiny nutné pro replikaci,
transkripci a translaci proteind spolu s geny kodujicimi transportni bilkoviny a energeticky
metabolismus. Neobsahuje ale geny pro biosyntézu latek. Zbytek genomu je uspoiadan
v 12 linearnich a 9 cirkularnich plazmidech, jejichz geny vétSinou souviseji s virulenci
a infektivitou. Cely genom ma velikost 910 725 parti bazi a obsahuje celkem 874 geni (851
z nich koduje urcity protein) (Fraser et al., 1997, Hyde a Johnson, 1984, Plasterk et al., 1985).
Tato pomérné mala velikost genomu souvisi s tim, ze borelie maji jen zakladni proteiny nutné
pro replikaci, transkripci a energeticky metabolismus. To je vSak kompenzovano pomoci
16 riznych transmembranovych transportnich proteind, které zajist'uji ziskdvani zivin z okoli.
Naproti tomu plazmidy obsahuji 70% gent, které jsou jedine¢né a nebyly nalezeny u jinych
prokaryot. Neobvykly je i velky pocet genti pro povrchové proteiny Osp, kterych je vice nez
100 (Fraser et al., 1997).



Mnoho gent je pro borelie rodu Borrelia burgdorferi sensu lato spolecnych, ale
v rdmci druhu i mezi druhy se mohou vyskytovat sekvencni rozdily. Geny potiebné pro
pfenos nebo pretrvavani v hostiteli (napt. OspC a VISE) mohou byt podstatné rozdilné na
urovni nukleotida a aminokyselin (Glockner et al., 2006, Tilly et al., 2008). Analyzou genomu
B. burgdorferi bylo zjisténo, Ze vice nez 6% chromozomadlnich genil je spojeno s pohybem
a chemotaxi. Morfologie a pohyblivost spirochet jim dovoluje se pohybovat ve vysoce
vyskéznim prostredi, které imobilizuje ostatni bakteridlni druhy (Fraser et al., 1997, Tilly

et al., 2008).
1.3.4. Zivotni cyklus B. burgdorferi

B. burgdorferi infikuje Siroky okruh obratlovcti jako malé savce, plazy a ptaky
(Anderson a Magnarelli, 1984, Clark et al., 2005). Celosvétové rozsifeni lymské boreliozy
odpovida rozsifeni kompetentnich rezervodrovych hostiteld B. burgdorferi a klistécich
vektorti. Jedinymi pfirozenymi ptenaSeci, jimiz muze byt ¢loveék infikovan B. burgdorferi,
jsou klistata rodu Ixodes (Steere, 2001, Lane et al., 1991). V USA jsou hlavnimi pavodci
roz§iteni onemocnéni Cloveéka I scapularis a I pacificus, v Evropé a Asii I ricinus
a I. persulcatus (Gern a Humair, 2002, Korenberg et al., 2002).

Klistata nejcastéji ziskaji spirochety v jejich larvalnim stadiu po sani na infikovanych
hlodavcich (Donahue et al., 1987, Mather et al., 1989). Po pfeméné¢ saji nymfy na Sirokém
okruhu zvitat, jako naptiklad na hlodavcich, ktefi se tak stdvaji novymi rezervoary v cyklu. Po
pfeméné nymf na dospélce, saji dospé€lci na vétSich savcich, ktefi ¢asto nejsou vhodnymi
hostiteli pro B. burgdorferi (Lane et., al, 1991). Diky zméné exprese genli béhem infekce jsou

borelie schopny ptezit jak v klistéti tak v obratlovéim hostiteli (Anguita et al., 2003).
1.3.5. Klinické projevy lymské nemoci

Infekce Borrelia burgdorferi sensu lato ma podobny pocatecni klinicky obraz v ramci
celého komplexu (Miillegger, 2004). Onemocnéni ma tii stadia, kdy prvni dvé jsou akutni,
tj. stadium casné lokalizace a stddium casné diseminace. Tfetim stadiem je stddium pozdni
diseminace, pii kterém se objevuji zadnétlivé zmény vyvolané bakteriemi 1 imunopatologické
zmény. Pro prvni staddium je charakteristické erythema migrans (centralni zarudnuti kize

v misté prisati klistéte vzdy vEétsi nez 5 cm, objevuje se v piiblizné tyden po pfisati klistéte)



a chiipkové ptiznaky (Ktupka et al., 2008). V ranném diseminovaném stadiu se mtize erytém
objevit i na jinych mistech nez v oblasti vstupu infekce (Hercogova et al., 2005). Vzacnéji se
v tomto stddiu mize projevit boreliovy lymfocytom (Maraskin et al., 2002). Pro tfeti stadium
je typickym projevem acrodermatitis chronica atrophicans, kterd se objevuje mésice az roky
po vstupu infekce a je Castéjsi v Evrope (Asbrink, 1985). Ostatni symptomy odpovidaji typu
bakterie: B. burgdorferi sensu stricto ma afinitu ke kloubiim, B. garinii postihuje nervovou
soustavu a B. afzelii postihuje kizi (van Dam, 1993, SZU). Nejvice postizena je kiize (65 %),
muskuloskeletalni aparat (17 %) a nervovy systém (14 %) (Rohacova, 2006).

1.3.6. Diagnostika a 1é¢ba

Diagnostika lymské borelidzy je pomérné snadna u jasnych projevl jako pf. erytema
migrans. Obtiznéjsi je u nejednoznacnych forem, kdy je nutné soucasné posuzovat klinické
symptomy a laboratorni nalez. Zékladnim diagnostickym testem je ELISA a v nékterych
piipadech i test western blot (pro potvrzeni specifickych protilatek). Z piimych metod Ize
vyuzit mikroskopické nalezy a PCR (polymerazovou fetézovou reakci), kterd je v soucasnosti
nejvyuzivangj$i. Je moznd i kultivace borelii, ale je pomérné obtizna (Rohacova, 2006,
Bolehovska et al., 2009).

S 1écbou lymské borelidzy je nutné zacit vCas, aby se zabranilo piechodu do dalSich
stadii. Vzhledem ke schopnosti spirochet piezivat intracelularné se voli antibiotika, ktera
dobte pronikaji do bun¢k a tkani. Pti 1écbé se podavaji antibiotika, jako jsou peniciliny
(doxycylin, amoxycilin), makrolidy (azithromycin, clarithromycin) a dalsi. Pfi postizeni
nervové soustavy a srdce je nutné podavat parenteralni antibiotika peniciliny a cefalosporiny
3. generace (cefotaxim, ceftriaxon) (Bolehovska et al., 2009, Glatz et al., 2006). Prevence
spoc¢iva v ochrané proti klistatim, protoze zatim neni dostupna spolehliva vakcina. V USA
byla vyvinuta vakcina Lymerix zalozena na aplikaci rekombinantniho proteinu OspA. Tato
vakcina byla pozdéji stazena kviili nizkému prodeji a vedlejsim G€inktim (Kiupka et al., 2008,

Wormser, 2005).



1.4. Piehled dalSich onemocnéni prenasenych kliStaty

Klistata patfi mezi pfenasece vyznamnych infekénich chorob. Tato onemocnéni
mohou byt zplisobena riznymi patogeny od bakterii, virdl, protozoi az po Cervy. Ve stiedni
Evropé patii k vyznamnym infekcim clovéka plivodci lymské borelidzy, virus klistové
encefalitidy, rizné druhy rickettsii, méné Casto Francisella tularensis, Bartonella a rizné
druhy prvokd rodu Babesia (Stanek, 2009). K infekcim s vysokym vyskytem na uzemi Ceské
republiky patii pfedevsim kliStova encefalitida a lymské borelioza, ostatni se vyskytuji méné
casto (Rohéacova, 2006). Mén¢ Casté infekce mohou Casto doprovazet lymskou borelidzu

(Kodrick et al., 1999).

Klistova encefalitida (TBE)

Klistovou encefalitidu vyvolavaji viry z ¢eledi Flaviviridae (Gaunt et al., 2001). Virus
klistové encefalitidy je sféricky RNA virus s lipidovym obalem a je sloZzen ze tii
strukturdlnich proteini C (kapsidovy), M (membranovy) a E (obalovy) (Heinz et al., 1981).
Inkubac¢ni doba TBE je 1-2 tydny. Onemocnéni mé necharakteristické chiipkové piiznaky
nebo probihd inaparentné. V ostatnich ptipadech dochéazi k neurologickym postizenim rtizné

manifestace (Kaiser, 1999, Rohacova, 2006).

Ehrlichioza — HGA — Lidska granulomatozni anaplasmoza

Erlichie jsou ptivodci onemocnéni zvifat, ale mohou napadat i ¢lovéka. Ehrlichiéza je
zpisobena malou (0,5-1pm) intracelularni bakterii Ehrlichia chaffeensis ptibuznou
rickettsiim. U lidi zplsobuje onemocnéni lidskou monocytarni ehrlichiozu, kterd vede
k postizeni monocytt. Pivodcem granulocytarni ehrlichiozy je Anaplasma phagocytophilum,

ktera napada granulocyty (Rohagova, 2006, Woldehiwet, 2010, SZU).

Bartonelloza (Bacilarni pelioza a bacilarni angiomatoza)
Bartonell6za je onemocnéni zpisobené intracelularnimi gramnegativnimi bakteriemi,
které napadaji hlavné erytrocyty a endotelidlni buniky. U nds onemocnéni vyvolava Bartonella

henselae, ktera napadd hlavné imunodeficientni osoby a osoby Zzijici ve Spatnych

hygienickych podminkéach (Maurin et al., 1997, Kaiser et al., 2010).



Babesioza

Babesidza je vyvolana prvokem babesii, ktery pronikd do erytrocyt a mnozi se
v nich. Mezi plvodce onemocnéni u lidi patii Babesia microti, B. bovis, B. divergens
a B. gibboni. Onemocnéni muze byt zavazné predevSim u imunosuprimovanych osob, ¢asto
po splenektomii, u nichz mize vyvolat t€Zké systémové postizeni koncici smrti (Rohacova,

2006, Dvorakova a Dvorackova, 2007).

Rickettsioza

Rickettsie patii mezi obligatni intraceluldrni parazity (kromé Coxiella burneti). Jsou to
aerobni gramnegativni tycky nebo kokobacily napadajici endotel cév, makrofagy, lymfocyty
a granulocyty. Mezi medicinsky vyznamné druhy pfenasené klist'aty patii Rickettsia rickettsii
(horecka Skalistych hor) a R. conori a R. africae (horecka boutonneuse) (Raoult, 1991, Parola

et al., 2005, SZU).

Tularémie

Pivodcem onemocnéni je gramnegativni bakterie Francisella tularensis. Zdrojem
onemocnéni jsou zajici nebo divoci kralici. Clovék se miiZze nakazit pti zpracovani kiize nebo
masa (poranénim, peroralné, vzduchem). KIi§t¢ pii pfenosu hraje jen okrajovou roli

(Rohacova, 2006, Foley a Nieto, 2010).

1.5. Interakce borelie-klisté

Pti této interakci dochézi k infekci a pomnozeni patogent v klistéti. MnoZeni probiha
ve stfeveé, hemocelu a slinnych zlazach. Schopnost urcitého druhu klistéte ptisobit jako vektor
zavisi na tom, jestli je patogen schopen piekonat nckolik bariér uvniti klistéte (Nuttall
a Labuda, 2004).

Larvy klistat se infikuji B. burgdorferi, kdyz saji na infikovanych mysich a spirochety
jsou pak ptitomné ve vSech nasledujicich stadiich tj. v nymféach a dospélcich. U infikovanych
nymf je pfitomno extracelularné v lumen steva nékolik set spirochet. Borelie se vyskytuji u
klistat nejcastéji v jejich stievech, kde jsou ukotveny v epitelidlnich bunikdch pomoci proteinu
OspA a OspB (Fikrig et al., 2004, de Silva et al., 1997). Hlavni funkci proteinu OspA je vazba
glykoproteinu TROSPA, ktery se vyskytuje v epitelu stieva. Protein TROSPA je nutny pro

kolonizaci stieva klistat boreliemi. Blokdda tohoto proteinu zpisobuje snizeni adheze



spirochet ke stfevu klistéte (Pal et al., 2004). Piiblizn¢ po 48 h sani se dostane né¢kolik
spirochet pfes epitel do hemocelu a invaduje slinné zlazy a poté infikuje hostitele (Ribeiro
et al., 1987, Schwan a Piesman, 2002). Bylo zjiSténo, ze proteiny borelii jsou exprimovany
jen v urcitych stadiich vyvojového cyklu. Naptiklad povrchové proteiny OspA a OspB jsou
koédovany na bicistroniském operonu a jsou ve velkém mnozstvi exprimovany na povrchu
spirochet v nenasatych nymfach. Pokud nymfa saje, vétSina OspA a OspB je odstranéna
a misto nich je exprimovan OspC, jehoz tvorba pokracuje i hostiteli. Tato zména exprese je
z ¢asti regulovana zménou teploty, protoze OspC je spirochetami produkovan pii 32-37°C
(Schwan et al., 1995). Geny selektivné syntetizované klistétem muzou hrat roli v biosyntéze,
pfijmu Zivin a v pienosu spirochet (de Silva a Fikrig, 1997). Béhem Zivotniho cyklu méni
borelie expresi gend, v disledku zmén prostiedi. Tyto zmény exprese genti mohou byt
spojeny s unikem imunitni odpovédi. Proteiny, které vazi klistéci nebo savéi proteiny, jsou
rizn¢ exprimovany vektorem a rezervoarovym hostitelem (Anguita et al., 2003).

V pribéhu sani infikované nymfy na hostiteli, borelie pfitomné ve stievé odpovidaji
riznymi zpiisoby na pfichazejci krev a zvySeni teploty. Populace pfitomnych spirochet se
zvetSuje a dochéazi ke zméné syntézy proteinii. Poté bakterie migruji ze stieva do slinnych
zlaz, coz nasledné umoznuje jejich pfenos do nového hostitele (de Silva a Fikrig, 1995,
Montgomery et al., 1996, Ohnishi et al., 2001, Tilly et al., 2008). Povrchovy protein OspA
B. burgdorferi se vyskytuje hojné na povrchu bakteriich ptitomnych v klistatech, ale béhem
sani klist’at a pfenosu borelii do hostitele dochazi k jeho snizovani (Schwan et al., 1995, Tilly
et al., 2008). Nasledné studie prokazaly, Ze protein OspA je adhesin dilezity pro udrzeni
borelii ve stfevé klistéte az do dalSiho sani na hostiteli (de Silva et al., 1997). DalSim
potencidlnim adhesinem je OspB (Fikrig et al., 2004). U proteinu BptA B. burgdorferi bylo
zjisténo, ze je dulezity pro perzistenci borelii v klistatech a ma vliv na virulenci (Revel et al.,
2005). Produkt genu BB0690, ktery pravdépodobné spirochety chrani pred oxidativnim
poskozenim, také piispiva k prezivani borelii v klistéti (Boylan et al., 2003, Tilly et al., 2008).
Bylo zjisténo, ze pro migraci borelii do slinnych zlaz béhem pfenosu je nutnad regulaéni
kaskada RpoN-RpoS. Pravdépodobné ale neni nezbytna pro pteziti spirochet v klistéti (Fisher
et al., 2005, Tilly et al, 2008).

V soucasné dob¢ probihaji studie, které maji objasnit jaké kliStéci proteiny ptispivaji
k ptenosu infekce B. burgdorferi. Bylo zjisténo, ze protein TROSPA ze stfeva klistéte, je
receptorem pro vazbu OspA a jeho pritomnost zvysuje kolonizaci stteva B. burgdorferi (Pal
et al., 2004, Tilly et al., 2008). Dale byl objeven imunosupresivni protein Salp15 ze slinnych

zlaz Kklistéte. Protein Salpl5 se vaze k boreliim a specificky interaguje s povrchovym

10



proteinem OspC, ¢imz je chrani a usnadiiuje infekci hostitele (Ramamoorthi et al., 2005,
Anguita et al.,, 2002). V neddvné dobé bylo prokdzano, ze kliStéci antioxidant Salp25D,
odbourava reaktivni formy kysliku v misté sani klistéte a tim napomaha boreliim ve vstupu do

klistéte (Narasimhan et al., 2007a).

1.6. Interakce borelie-hostitel

Béhem svého vyvojového cyklu se borelie musi vyrovnat s riznymi podminkami
okolniho prosttedi. Musi byt schopny osidlit travici trakt kliStéte, po nasati krve se ptes slinné
zlazy dostat do krevniho ob&hu hostitele, odolat imunitnimu systému hostitele a rozsifit se do
cilovych orgénti. To je umoznéno piesnou regulaci povrchovych proteini Osp (Kiupka et al.,
2008). Nasatou krev klisté ve svém téle zahustuje a do téla hostitele vraci zpét prebyte¢nou
vodu spolu s boreliemi. K jejich pienosu dochazi obvykle po 48-72 hodindch od piisati.
Pfitomnost spirochet v krvi je jen kratkodoba a brzy dochazi k proniknuti do tkéni. Borelie
piezivaji extracelularn€, ale muazou pronikat 1 do bunék, napiiklad do fibroblastd,
endotelovych bun¢k, monocyti a makrofagi (Georgilis et al., 1992, Comstock a Thomas,
1991, Montgomery et al., 1993). Intracelularné jsou borelie do znacné miry chranény pred
vlivem imunity a mohou lépe odolavat i 1écb¢é (Steere et al., 2004). Spirochety mohou
pronikat 1 hematoencefalitickou bariérou s vazbou na nervové a gliové buitky mozku (Franz
a Krause, 2003). Povrchové lipoproteiny borelii jsou zodpovédné za hostitelskou imunitni
odpovéd’. Aktivuji v buitkdich NF-kB (nuclear factor-kappaB) prostiednictvim TLR-2
receptori a CDI14 coz vede kprodukci protizanétlivych cytokinti. Ta probiha
v monocyto-makrofagovych bunkach, fibroblastech, endotelovych a zirnych buiikach
(Bolehovska et al., 2009, Singh a Girschick, 2006). Pti posSkozeni tkani hraji roli i zkiizené
reagujici protilatky (napiiklad protilatky proti flagelinu B. burgdorferi zkitizené reaguji
s proteiny CNS). Vyznamné jsou i genetické dispozice. U postizenych s revmatoidni
arthritidou s pozitivnim HLA DR2 a HLA DR4 hraje pravdépodobné roli zkiizena reaktivita
mezi OspA a vlastnim antigenem (Steere, 2001, Bolehovska et al., 2009).

Povrchovy protein OspC ma schopnost vazat imunoregulacni protein slin Salp15 a tim
pomaha boreliim pieckat imunitni reakci v pocateni fazi infekce. Pfi pfechodu do
diseminované faze klesa exprese OspC a na povrchu spirochet se objevuje protein VISE
(Vmp-like sequence, expressed). Tento protein se vyznacuje vysokou antigenni variabilitou,

kterd je podminéna genovou rekombinaci multidoménového VISE genu. Expresi VISE borelie
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aktivné omezuje plsobeni specifické imunitni odpovédi hostitele a umoznuje prechod do
chronické faze (Kiupka et al., 2008, Liang et al., 1999, Zhang et al., 1997). Dale spirochety
v hostiteli exprimuji molekuly vazici faktor H zapojeny do regulace aktivace komplementu.
Tyto molekuly pomahaji uniknout mechanizmiim nespecifické imunity. Patii sem proteiny
zrodiny Erp (OspE/F related proteins), které jsou sekvencné homologni k OspE a OspF
proteinim. Erp proteiny vazi faktor H, brani opsonizaci a fagocytoze (Hellwage et al., 2001).
Spirochety jsou schopny produkovat mnoho riiznych Erp proteinii a to muze vysvétlovat
Siroké mnozstvi hostitelli, ve kterych borelie ptezivaji (Stevenson et al., 2002). DalSimi
proteiny borelii, které hraji roli v aktivaci komplementu, jsou proteiny CRASP 1-5
(complement regulator acquiring surface proteins). CRASP proteiny se vazi ke dvéma
hlavnim regulatorim aktivace alternativni cesty komplementu, a to k faktoru H a FHL-1
(factor H-like protein 1). CRASP-1 se vaze ptednostné¢ k FHL-1 a CRASP-2 k faktoru H.
Tato vazba mulZze zpUsobit inaktivaci vzniklého C3b. Bylo zjisténo, Ze kazda borelie
produkuje jiny typ proteini CRASP s riznou citlivosti k lidskému séru. Proteiny CRASP
mohou dopliovat funkci Erp proteinii (Zipfel et al., 2002, Kraiczy et al., 2001, Singh
a Girschick, 2004). Dale B. burgdorferi vazou plasminogen, ktery se na jejich povrchu
preménuje na aktivni plasmin. Takto vybavené, mohou spirochety vice pronikat do tkani
(Coleman et al., 1995, Klempner et al., 1996). Mezi dalsi molekuly exprimované boreliemi
patii adhezivni molekuly vnéj$i membrany umoziujici uchyceni na pojivové tkani. Proteiny
DbpA a B (Decorin binding protein A and B) maji schopnost vazat se ke kolagenu pies
proteoglykan dekorin. Dbp proteiny mohou byt zapojeny v tropismu borelii ke tkanim
obsahujicim decorin (kize a klouby), které jsou spojeny s lymskou boreliézou (Guo et al.,
1998, Cullen et al., 2004). Spirochety vykazuji vysokou hemaglutina¢ni aktivitu, za kterou je
odpovédny hemaglutinin Bgp (Borrelia glucosaminoglycans binding protein) lokalizovany ve
vnéj$i membrane. Glukosaminoglykany jsou exprimovany prakticky vSemi eukaryotickymi
buitkami nesoucimi jadro, proto je proteim Bgp spojovan s multisystémovym projevem
lymské borelidzy (Leong et al., 1995, Kjellen a Lindahl, 1991, Cullen et al., 2004). Za adhezi
v Casné fazi infekce jsou pravdépodobné odpovédné B3-chain integrin binding proteins,
protoze jest¢ nedochazi ke zméndm spojenym se zanétem a integriny jsou vystaveny na
povrchu bunék zasazené tkané (Cullen et al., 2004, Coburn et al., 1999). DalSim proteinem
usnadiiujicim adhezi je Fn-BA (fibronectin-binding protein A) (Cullen et al., 2004, Fischer
et al., 2006).

Vysledek infekce hostitele zavisi na tropismu patogena k urCitym buikam nebo

tkdnim, na druhu patogena a na imunitnim stavu hostitele (Nuttall a Labuda, 2004). Béhem
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infekce hostitele boreliemi dochazi k expresi rtiznych genti spirochet. Prvnim izolovanym
genem, ktery byl specificky pro hostitele je p21. V soucasnosti byly identifikovany dalsi geny
napi. eppa, pG, bbk2.10 a bmpD. Tyto geny jsou homologni s povrchovymi proteiny OspE
(homolog p21) a OspF (homology bbk2.10 a pG) (Suk et al., 1995, de Silva a Fikrig, 1997).
Podnétem k expresi genti bakteriemi je pravdépodobné zmeéna teploty, slozky krve,
biochemické zmény u nasatych a nenasatych klistat a imunitni odpovéd’ hostitele (Stevenson

et al., 1995, de Silva a Fikrig, 1997).

1.7. Interakce kliSté-hostitel

1.7.1. Imunitni odpovéd’ hostitele proti klistéti

Naivni hostitel

Prvni kontakt klistéte s imunitnim systémem zacind, kdyz pronikne sacim ustrojim do
ktze. Mistni leukocyty epidermis a dermis se dostavaji jako prvni do styku s ustnim ustrojim
klistéte a slinami. Tyto bunky vylucuji medidtory a chemotaktické faktory, které zplsobuji
dalsi priliv bun¢€k (neutrofiltt) do mista sani. Hlavni ¢ast bun¢k v misté sani tvoii neutrofily,
dale pak eozinofily, monocyty, makrofagy, bazofily a zirné buiikky (Den Hollander a Allen,
1985a, Gill, 1986). V kizi jsou pfitomny dendritické Langerhansovy bunky, které reaguji s
antigeny slin. Tyto buniky poté migruji do regionédlnich lymfatickych uzlin a prezentuji
antigen T lymfocytim, ¢imz indukuji vyvoj adaptivni imunitni odpovédi (Banchereau
a Steinman, 1998, Nithiuthai a Allen, 1985). Tato imunitni odpoveéd’ je vSak jen regionalni
a jen bunky zregionalnich lymfatickych uzlin jsou schopny proliferovat in vitro za
pfitomnosti antigenti slin. Proto neni imunitni reakce vyvoland sanim na naivnim hostiteli
dostatecna a klist¢ mize na hostiteli dokoncit sani (Ganapamo et al., 1995, Ganapamo et al.,

19964, Francischetti et al., 2009).

Imunni hostitel

Pti opakovaném sani klistéte tvoifi hlavni ¢ast infiltratu bazofily (50%, u mysi zirné
buniky) a eosinofily a dochéazi k degranulaci bazofila a zirnych bunék. Tato imunitni reakce je
oznacovana jako kozni bazofilni hypersenzitivita (Den Hollander a Allen, 1985a, Gill, 1986).
Degranulované bazofily uvoliuji histamin, ktery lokaln¢ zvySuje propustnost kapilar

a umoznuje priliv eosinofilii. Degranulace bazofilii a uvolnéni mediatori v misté sani klistéte
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predstavuje hlavni mechanizmus v rezistenci proti klistéti. Navic histamin zptisobuje svédéni
v misté sani a tim mlze upozornit na pritomnost klistéte. Bylo zjiSténo, ze pti sani dospelych
klistat na morcatech doslo k vyvoji rezistence pii nasledném sani larev (Brown a Askenase,

1983, Askenase et al., 1981, Brossard a Wikel, 1997).

1.7.2. Obrana kliStéte pfed imunitnim systémem hostitele

Klisté potlacuje prostiednictvim latek ve slinach specificky 1 nespecificky imunitni
ucinek (Wikel a Bergman, 1997, Francischetti et al., 2009). V nespecifické slozce imunitniho
syst¢tmu dochéazi naptiklad k potlaceni NK bunck, neutrofild, produkce NO makrofagy,
alternativni cesty komplementu a fagocytéozy (Kopecky a Kuthejlova, 1998, Kyckova
a Kopecky, 2006, Lawrie et al., 2005). V specifické slozce imunitniho systému dochazi
k redukci funkce T lymfocytl a snizeni jejich proliferativni odpovédi po stimulaci mitogeny
(Ribeiro et al., 1985, Urioste et al., 1994, Gillespie et al., 2001). Dochazi také k potlaceni
aktivity B lymfocyti a k vazbé IgG (Wang a Nuttall, 1994, Hannier et al., 2003).

Cytokiny hraji hlavni roli v regulaci imunitni odpovédi, proto jsou vyvinuty u klist'at
mechanismy, které ovliviiuji jejich produkci (Kroemer et al., 1993). Vlivem latek ptfitomnych
ve slinach dochazi ke snizeni produkce prozéanétlivych cytokini IL-1 a TNF-a makrofagy
a IL-12, TNF-a dendritickymi buitkami. Déle bylo zjisténo, ze po stimulaci ConA a OVA
sliny inhibovaly produkci IL-2 T lymfocyty (Ramachandra a Wikel, 1992, Cavassani et al.,
2005, S&-Nunes et al., 2007). V piitomnosti extraktu ze slinnych zlaz (SGE) klistéte
D. andersoni dosSlo ke snizeni produkce IL-2 a IFN-y subpopulaci lymfocyti Thl
(Ramachandra a Wikel, 1992). Navic u mysi, na kterych saly nymfy 1. scapularis, doslo po
stimulaci ConA ke snizeni produkce IL-2 a IFN-y a zvySeni IL-4 a IL-10. To naznacuje, Ze
sani klistat smetuje imunitni odpoveéd’ k Th2 profilu a potlacuje cytokiny Thl subpopulace
(Zeidner et al., 1997, Schoeler et al., 1999, Ferreira a Silva, 1999, Kopecky et al., 1999).
Subpopulace Thl je totiz odpovédna za aktivaci makrofagli a spolecné s aktivaci bazofili

vede k zamezeni sani klistéte (Ferreira a Silva, 1999, Falcone et al., 2001).
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1.7.3. Imunomodulaéni u¢inky slin

Ve slinach klistat je obsazen Siroky okruh fyziologicky aktivnich molekul, které jsou
nezbytné pro sani na hostiteli a pro pfenos patogenti. Tyto latky ovliviiuji procesy probihajici
v hostiteli, jako napiiklad koagulaci, fibrinolyzu, imunitni pochody a angiogenezi. Jejich
tvorba vyrazné¢ stoupad béhem sani (Brossard a Wikel, 2004, Fukomoto et al., 2006,
Maritz-Olivier et al., 2007).

1.7.3.1. Antikoagulanty

Sani klistéte je ztézovano hemostatickou odpovédi hostitele. Proto je ve slinach klistat
obsazeno Siroké spektrum molekul, které ovlivituji koagulaci, vazokonstrikci, zvySuji
fibrinolyzu a inihibuji shlukovani desticek (Maritz-Olivier et al., 2007). Mezi regulacni
proteiny ze slin patfi hlavné inhibitory trombinu, faktoru X a TF, tj. proteaz, které tidi
proteolytickou koagulacni kaskadu vedouci k tvorbé fibrinu. KliStéci antikoagulanty TAP
a Ixolaris zptsobuji inhibici koagula¢niho faktoru Xa (FXa), serinové protedzy katalyzujici
tvorbu trombinu v obou cestach koagulace (Waxman et al., 1990, Francischetti et al., 2002).
Mezi specifické trombinové inhibitory patii ornithodorin, americanin, ixin a 60 kDa protein
(van de Locht a Stubbs, 1996, Zhu et al., 1997, Hoffmann et al., 1991, Horn et al., 2000).
Ptichyceni a shlukovani krevnich desti¢ek je potlacovano enzymem apyrdzou a dale sadou
specifickych proteind, které blokuji interakce krevnich desti¢ek, vyvolané kolagenem nebo
fibrinogenem. Apyraza brani shlukovani krevnich desti¢ek hydrolyzou ATP a ADP na AMP
a monofosfat (Titus a Ribeiro, 1990, Mans et al., 2000). PGIL, ze slin klistéte zvySuje
koncentraci cAMP v destickach, inhibuje sekreci ADP a shlukovani desticek (Bowman et al.,
1996, Pedibhotla et al., 1997). PGI, spolecné s PGE; jsou vazodilatatory zpiisobujici relaxaci
hladkého svalstva a zvyseni krevniho toku. Dalsi funkci PGE, ve slinnych zlazach klist’at je
mobilizace Ca®’, ktera je spojena se stimulaci sekrece bioaktivnich proteinti do slin klistéte
béhem sani (Bowmn et al., 1996, Qian et al., 1998, Kovar, 2004).

Dalsi molekuly savignygrin a variabilin brani shlukovani desti¢ek zamezenim
navazani jinych ligandG na receptor desticek. Oba obsahuji integrin-rozpoznavajici motiv
RGD a vyuzivaji ho k vazbé k integrinim (Mans et al., 2002, Wang et al., 1996). Disagregin
a TAI postradaji motiv RGD a zabranuji shlukovani desticek, tim Ze se navazi na fibrinogen

(disagregin) a kolagen (TAI) (Karczewski et al., 1994, 1995). Mechanismus inhibice
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proteinem moubatinem (brani aktivaci desti¢ek kolagenem) z kliStéte O. moubata je zatim

nezndmy (Kovar, 2004, Waxman a Connoly, 1993).

1.7.3.2. Imunosupresory

VétSina bunék, kterd infiltruje misto ptisati klistéte, je inhibovana klistécimi slinami.
Po kontaktu se slinami dochéazi naptfiklad u NK bun¢k, neutrofilli, makrofidgi a vétSiny
T buné¢k ke snizeni jejich aktivity (Kubes et al., 1994, Kopecky a Kuthejlova, 1998, Ribeiro
et al., 1990, Ramachandra a Wikel, 1992). PGE, produkovany ve slinnych zlazach klistat
inhibuje mononuklearni buiiky hostitele (Inokuma et al., 1994). Produkty bunck, které
infiltruji misto pfisati, jsou inhibovany kliStécim antioxidantem Salp25D (Das et al, 2001).
Navic uvolnéni chemotaktickych faktori zplsobuje infiltraci mista pfisati CD4+
Th lymfocyty a Langerhansovymi buiikami pti dalsim sani klistéte (Nithiuthai a Allen, 1984,
Mbow et al., 1994a). Déle bylo prokazano, ze sliny klistéte /. scapularis inhibuji produkci
anafylatoxinii a sekretuji proteiny vazici IL-8. Plsobenim homologu MIF (macrophage
migration inhibitory factor) mize dochézet k blokovani tvorby chemoatraktanti a snizeni
poctu bunék infiltrujicich misto piisati (Ribeiro et al., 1990, Ribeiro a Spielman, 1986).

V adaptivni proti-kliStéci imunité se zdaji byt nejefektivnéjsi protilatky izotypu IgE,
které se vazi na Fc receptor na bazofilech a zirnych bunkéach. Tyto buniky pak produkuji
histamin, ktery inhibuje produkci slin a sani (Den Hollander a Allen, 1985a, Wikel, 1996).
Proto jsou u klistat vyvinuty mechanismy, diky nimz dochazi k neutralizaci histaminu
(protein HBP). Schopnost vazat chemokiny (protein Evasin-1) byla poprvé prokazana
u klistéte R. sanguineus (Frauenschuh et al., 2007). Evasin-1 specificky vaze CCL3, CCL4
a CCLI18. Posléze byly identifikovany dalSi Evasiny: Evasin-3 (vaze CXCL8 a CXCLI)
a Evasin 4 (vaze CCLS5 a CCL11) (Déruaz et al., 2008).

Sliny klistat obsahuji molekuly, které specificky inhibuji aktivaci komplementu.
Aktivace alternativni cesty komplementu je Casto spojena s rezistenci proti klistéti (Wikel,
1979, Papatheodorou a Brossard, 1987). Mezi prvni objevené kliStéci antikoplementové
proteiny patii protein isac, ktery inhibuje aktivaci komplementové kaskady tim, Zze reaguje
s C3 konvertdzou, a zabranuje spojeni faktoru B s C3b. Naproti tomu tento protein nema
zadny efekt na klasickou cestu aktivace komplemetu (Lawrie et al, 1999, Guo a Ward, 2005).
Mezi dal$i objevené molekuly s antikomplementovym uc¢inkem patii Salp20, IRAC I a IRAC
IT zklistéte 1. ricinus (Tyson et al., 2007, Schroeder et al., 2007). U mékkého klistéte
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O. moubata je ptitomen inhibitor aktivace C5 (OmCI), ktery se vaze na C5 konvertazu a tim
inhibuje klasickou i alternativni cestu komplementu (Nunn et al., 2005).

Dale jsou ve slinach klistat pfitomny inhibitory B bunék. Ve slinach klistéte 1. ricinus
je pritomen protein BIP (B cell inhibitory protein), ktery inhibuje proliferaci mysich
B lymfocytti. Suprese B lymfocyti umoznuje klistatim piekonat protilatkovou odpoved
hostitele. Krom¢ toho nejsou B lymfocyty za pfitomnosti proteinu BIP schopny reagovat na
pfitomnost antigenti Borrelia burgdorferi (Yu et al., 2006).

Ptikladem inhibitoru aktivace T lymfocyti je protein Salpl5 ze slin I scapularis.
Tento protein se specificky vaze na CD4 molekulu na CD4+ Th lymfocytech, a to vede
k zablokovani T receptoru, snizeni produkce IL-2 a tim i sniZeni proliferace T lymfocytl
(Garg et al.,, 2006, Anguita et al., 2002). Mezi dal§i imunosupresivni proteiny se tadi
inhibitory serinovych protedz, serpiny. Patfi mezi n¢ protein Iris, u kterého bylo prokazano, ze
vykazuje pleiotropni efekt, protoze interferuje jak s imunitni odpovédi, tak s hemostazou
hostitele. Iris piisobi na T buné¢nou odpovéd’ prostfednictvim inhibice IFN-y, IL-6 a TNF-a,
a dale inhibuje adhezi desti¢ek, koagulaci a fibrinolyzu. Bylo prokazano, Ze protein Iris se
vaze k monocytim/makrofagiim a brani jim v sekreci TNF-a (Leboulle et al., 2002, Prevot
et al., 2006, 2009, Chmelat, 2005). Aktivace T lymfocytl je sniZzovéana i proteinem vazajicim
IL-2 (I. scapularis), ktery je T lymfocyty autokrinné produkovan a je nezbytny pro jejich
klonalni expanzi (Gillespie et al., 2001).

V pribéhu sani klistéte se aktivuje humoralni (produkce protilatek, Th2) 1 bunécna
(zanét, Thl) slozka imunitni odpovédi. Vlivem slin klistéte dochéazi ke zvySeni (IL-4, IL-10)
nebo snizeni (IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a) produkce né&kterych cytokini. Snizeni cytokinu
IL-2 (Thl, autokrinni stimuldtor T lymfocytd) odpovida snizené proliferaci T lymfocytii
(Kovar et al., 2001, 2002, Francischetti et al., 2009., Kopecky et al., 1999). Protein Iris ze slin
klistéte miize byt jednim z hlavnich faktorti ovliviiujicich produkci cytokinii a inhibici
lymfocyti (Leboulle et al., 2002). Spole¢né¢ se Salpl5 (snizuje produkci IL-2) produkuji
klistata i protein IL-2BP, ktery snizuje mnozstvi IL-2 v misté sani (Anguita et al., 2002).
Polarizace k Th2 odpovédi je vyhodnd jak pro klist¢ samotné tak i pro jim pifendsené
patogeny, pravdépodobné diky schopnosti klistéte vylu¢ovat imunoglobuliny a pfimé inhibici
produkce protilatek. Klistéci protein IgBP vaze vstiebany hostitelsky IgG, ktery prosel pies
sttevo klistéte do hemolymfy a dostava se zpét do hostitele prostiednictvim slin (Ferreira

a Silva, 1999, Ogden et al., 2002, Matsumoto et al., 2001).
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Tab. 1. Ptehled molekul ve slinach klistéte (Kovar, 2004, Hovius a Fikrig, 2008).

TYP MOLEKULY NAZEV CELED FUNKCE CHARAKTERISTIKA
KLISTAT
Antikoagulanty
TAP Argasidae inhibitor faktoru Xa inhibitor serinovych proteaz
Salp14 Ixodidae inhibitor faktoru FXa protein
inhibitor FXa | Argasidae inhibitor faktoru FXa podobny TAP
(FXal)
ixolaris Ixodidae inhibitor aktivace faktoru X | podobny TFPI (tissue factor
(FX) pathway inhibitor)
penthalaris Ixodidae
- Ixodidae pravdépodobné seinova proteaza
antikoagulant
Inhibitory ornithodorin | Argasidae inhibitor trombinu podobny TAP
trombinu
americanin Ixodidae inhibitor trombinu protein
ixin Ixodidae inhibitor trombinu, pravdépodobn€ miniprotein
antitrypsinové aktivity
- Ixodidae inhibitor trombinu 60-kDa protein
microphilin Argasidae inhibitor trombinu 1,8- kDa peptid
mandanin 1 a Ixodidae inhibitory trombinu, vnitii i 7-kDa proteiny, nejsou
2 vnéjsi cesty koagulace homologni s ostatnimi
inhibitory trombinu
variegin Ixodidae inhibitor trombinu 32 AK polypeptid,
strukturné i funkéné
podobny hirulogu
savignin Argasidae inhibitor trombinu protein, sekvenéni
podobnost s ornithodorinem
Inhibitory apyraza Ixodidae, hydrolyza ATP a ADP 5 -nukleotidaza
agregace destiek Argasidae
savignygrin Argasidae vazbou integrini brani peptid podobny disintegrinu
adhezi bunck
variabilin Ixodidae vazbou integrintl brani peptid podobny disintegrinu
adhezi bunck
disagregin Argasidae | inhibitor adheze desti¢ek k nema RGD motiv
fibrinogenu
moubatin Argasidae inhibuje aktivaci desti¢ek 17-kDa protein
kolagenem
TAI Argasidae | blokuje adhezi desticek ke 15-kDa protein
kolagenu
Prostaglandiny PGA2/PGB2, Ixodidae vazodilatace, inhibice prostaglandiny
PG) PGD2, agregace desticek, potlaceni
PGE2, PGF2, proliferace, stimulace
PGI2 sekrece bioaktivnich
proteint klistaty, atd.
Inhibitory isac Ixodidae | podobny komplementovému odlisny od
komplementu faktoru H, inhibice komplementového faktoru H
alternativni cesty
OmCI Argasidae specificky vaze C5 16-kDa protein, diky
lipocalinu brani interakci C5
s C5 konvertazou
Isac Ixodidae vaze C3 konvertazu 18,5 kDa protein, reguluje
aktivaci komplementu,
podobny lidskému faktoru H
IRACTall Ixodidae ovliviiuji alternativni cestu proteiny

komplementu
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Salp20 Ixodidae pusobi na C3 konvertazu ¢len proteinové rodiny Isac
Imunomodulatory Iris Ixodidae imunosuprese, podobny LEI (leukocyte
imunomodulace clastase inhibitor)
Salpl5 Ixodidae inhibice produkce IL-2 podobny inhibinu A (rodina
TGF-B)
B bunécny Ixodidae inhicice B lymfocyti inhibuje proliferaci B
inhibi¢ni lymfocyti po antigeni
protein stimulaci B. burgdorferi
B bunéény Ixodidae inhicice B lymfocyti inhibuje proliferaci B
inhibicni lymfocytlipo stimulaci LPS
faktor
Vazebné proteiny IL-2BP Ixodidae inhubuje T burnky vazbou protein
IL-2, pravdépodobné
zpusobuje T bunécnou
anergii
Evasin-3 Ixodidae vazbou IL-8 inhibuje IL-8 protein
indukovanou chemotaxi
HBPs Ixodidae potlacuje zanét vazbou lipokaliny s jednim nebo
histaminu nebo serotoninu, dvéma vazebnymi misty
mozna i dalsi funkce
IgBP Ixodidae vaze IgG, hraje roli pravdépodobné glykoprotein
v exkreci IgG slinnymi
zlazami klistéte
Homology homolog MIF Ixodidae inhibuje migraci lidskych sekvence proteinu je ze 40%
cytokinu makrofagli podobné jako identicka lidskému MIF
lidsky MIF
Ostatni Salp25D Ixodidae antioxidant homolog glutathion

peroxidazy

1.7.4. Zpisob prenosu borelii

Spirochety se mohou pifenaset transstadialné, z jednoho vyvojového stadia do druhého,

kdy se prvni vyvojové stddium tj. larva nakazi sanim krve od infikovanych drobnych

zivoCichi. Infekce pak pietrvava i1 v dalSich vyvojovych stadiich klistéte, tedy v nymfach

a dospélcich (Havlik, 2010, Toutoungi a Gern, 1993, Sun a Xu, 2003). Bylo prokdzano, ze

u klistat je mozny i transovarialni pfenos tj. pfenos nakazy z infikované samicky na vajicka.

Nicméné tento zplsob pienosu se vyskytuje jen malo (asi jen 1% vajicek mulze byt

infikovano) a je zfejmé jen okrajovy pfi pfenosu patogent (Nefedova et al., 2004). Zvlaste

vyznamny je slinami aktivovany ptenos (SAT), pii kterém latky pfitomné ve slinach klistat

podporuji pfenos patogentl a jejich proliferaci v hostiteli (Nuttal a Labuda, 2004, Pechova

et al., 2002, Horka et al., 2009, Jones et al., 1992, Jones et al., 1989).
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1.7.5. Slinami aktivovany prenos (SAT) u B. burgdorferi

Imunomodulaé¢ni ucinky slin jsou zodpovédné za jev zvany slinami aktivovany pienos
(SAT). Tento jev byl poprvé pozorovan u viru Thogoto, kdy pii infekci morcat timto virem
spolecné s extraktem ze slinnych zlaz (SGE) kliStéte Rhipicephalus appendiculatus bylo
infikovano desetkrat vice nymf ve srovnani s kontrolou (Jones et al., 1989, 1992). Slinami
aktivovany prenos byl prokazan pro rtizné druhy patogenu prenaSenych klistaty (Jones et al.,
1989, Labuda et al.,, 1993, Krocova et al., 2003). Nepiimy dikaz SAT byl podan pro
spirochety B. burgdorferi. Mysi infikované B. afzelii spoleén¢ s SGE klistéte . ricinus mély
zvySenou bakteriémii ve srovnani s kontrolou, u kter¢é SGE nebyl pouzit. Podani SGE
spolecné s boreliemi podstatné zvysilo procento infikovanych nymf po sani v blizkosti mista
inokulace ve srovnani s nymfami, které saly na mySich infikovanych jen spirochetami.
Pozd¢ji byl prokdzan i prvni pfimy dikaz slinami aktivovaného ptenosu SGE Kklistéte
1. ricinus na infekci B. burgdorferi. Bylo zjisténo, ze SGE zvySuje proliferaci spirochet. Prvni
den po infekci doslo k ¢tyfndsobnému zvySeni spirochet v kiizi a desetinasobnému zvyseni
v krvi ve srovnani s kontrolou (Pechova et al., 2002). Vysvétlenim tohoto casného efektu SGE
na proliferaci borelii mtize byt v mistnim a kratkodobém vlivu SGE na imunitni systém v kizi
(Machackova et al., 2006). Vliv SAT na pienos a proliferaci B. burgdorferi v hostiteli ma
pravdépodobné imunologicky zaklad. Inhibicni ucinek slin hraje roli v nespecifické imunitni
odpovédi. Jednim zmechanismi podporujicich ptenos B. burgdorferi mize byt
antikomplementovy ucinek slin (Kurtenbach et al., 1998). SGE chrani borelie pied
cytotoxickym uc¢inkem komplementu, dochéazi k potlaceni prozanétlivych cytokinli a sniZeni
poctu T lymfocytd v misté inokulace (Kopecky, 2008, Ribeiro et al., 1987, 1990, Urioste
et al.,, 1994). Dalsim ucinkem slin, ktery ziejmé podporuje pienos borelii, je inhibice
fagocytdzy a zabijeni spirochet makrofagy. Bylo zjiSténo, ze klistéci sliny nebo SGE potlacu;i
fagocytdzu borelii makrofagy a soucasné i jejich zabijeni ve fagocytech inhibici produkce NO
nebo superoxidu (Kuthejlova et al., 2001, Ribeiro et al., 1990). Protizanétlivy efekt slin
(sniZzeni poctu leukocyta a yo-T lymfocytli v epidermis) muze ptispét k preziti borelii v misté
sani (Nuttall et al., 2000, Severinova et al., 2005). Tyto tc¢inky slin nebo SGE mohou byt
spojeny s jejich schopnosti inaktivovat anafylatoxiny, vdzat histamin a protilatky, inhibovat
prozanétlivé cytokiny a NK bunky a inhibovat antivirové plisobeni interferonu (Ribeiro
a Spielman, 1986, Paesen et al., 1999, Ramachandra a Wikel, 1992, Pechova et al., 2004,
Kubes et al., 1994, Hajnicka et al., 2000). Byl také pozorovan piimy efekt SGE na riist borelii
v BSK-H médiu (Rudolf a Hubalek, 2003). Podobny ptimy dikaz SAT byl prokdzan u viru
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klistové encefalitidy, spirochet Borrelia afzelii, B. burgdorferi sensu stricto, B. lusitaniae
a Francisella tularensis (Nuttall a Labuda, 2004, Nuttall a Paesen, 2000, Horka et al., 2009,
Machackova et al., 2006, Pechova et al., 2002, Krocova et al., 2003).

Jako prvni znamy SAT faktor byl popsan 15 kDa protein Salpl5 ze slinnych Zlaz
klistéte 1. scapularis. Tento protein usnadiiuje infekci mysi boreliemi a jeho exprese ve
slinnych Zl14zéach je zvySovana piitomnosti spirochet v klistéti. Salp15 se vaze na povrchovy
protein borelii OspC a tim je chrani pfed ucinkem protilatek. Inokulace borelii spole¢né se
Salp15 do naivnich a imunizovanych mysi vyrazné zvysila jejich proliferaci ve tkanich. Po
potlaeni proteinu Salpl5 za vyuziti RNA interference se drasticky snizila schopnost
spirochet infikovat mys$i (Ramamoorthi et al., 2005). Diky Salp15 dochazi k inhibici aktivace
CD4+ T lymfocyti a potlaceni funkce lidskych dendritickych bunék. Salpl5 se specificky
vaze na molekulu CD4 na CD4+ T lymfocytech a to ma za nasledek snizeni produkce 1L-2
a proliferace T bunék. Salp15 inhibuje TLR (Toll-like receptor) receptory a B. burgdorferi
indukovanou produkci prozanétlivych cytokinii dendritickymi buiikami tim, Ze interaguje
s lektinovym receptorem DC-SIGN (Anguita et al., 2002, Hovius et al., 2008a,b). To
naznacuje, ze Salpl5 mutze modulovat adaptivni imunitni odpovéd’ (Hovius et al., 2008a).
U klisté 1. ricinus byl popsan protein homologni k Salp15, Salp15 Iric-1. U proteinu Salpl5
Iric-1 byly zjiStény podobné vlastnosti jako u Salp15. Salp15 Iric-1 je schopny vazat OspC
B. garinii a B. afzelii, ale tyto druhy borelii nebyly chranény pted protilatkami (Hovius et al.,
2007, 2008c). Protein Salp15 je schopen zabranit vyvoji atopického astmatu. Toho muze byt
vyuzito ke zmirnéni atopickych a autoimunitnich onemocnéni (Paveglio et al., 2007).

Dal8im pravdépodobnym SAT faktorem je sialostatin L2 z klistéte /. scapularis. Po
aplikaci sialostatinu L2 spolec¢né s B. burgdorferi mySim doslo k zvySeni proliferace borelii.
V misté vpichu doslo k Sestindsobnému zvySeni mnozstvi spirochet. Sialostatin L2 vykazuje
protizanétlivou funkci a inhibuje proliferaci cytotoxickych T lymfocyti (Kotsyfakis et al.,
2006). Vakcinace mor¢at imunosupresivnim proteinem sialostatinem L2 miize vést u nymf
1. scapularis ke snizeni schopnosti sani. U nymf sajicich na imunizovanych zvitatech doslo
ke snizeni poctu pfisatych nymf, prodlouzenému sani a k zfejmym znakiim vyvoje zanétu

(Kotsyfakis et al., 2008).

21



1.8. Trans-block vakciny

Vakciny blokujici pfenos patogenii jsou navrzené k tomu, aby zabranily pfenosu
jednoho nebo vice patogenli nesenych klistaty. V roce 1939 bylo pozorovano, ze klistata po
nékolika ptedchozich sanich, nejsou schopna uspé$né sat na hostiteli. Po opakovaném sani
klistat Dermacentor variabilis na morcatech, doslo k tthynu klistat (Trager, 1939). Ziskana
rezistence proti kliStatim se projevuje snizenim nasati, prodlouzenou dobou sani, zabranénim
pfemény do dalSich stadii, snizenou produkci vaji¢ek a mortalitou klistat (Wikel et al., 2004).
Dale proteiny ze slin produkované béhem prvnich 24 hodin, kdy saje klist¢ na hostiteli, jsou
schopné vyvolat imunitni odpovéd’ proti klistéti (Narashima et al., 2007b). Imunita proti
klistatim neovliviiuje jen sani klistat, ale mize také interferovat s pfenosem patogenii
(Francisella, Babesia, Borrelia, TBE) (Bell et al., 1979, Mishaeva, 1990, Wikel et al., 1997,
Francis a Little, 1964). Opakované sani nymf nebo larev /. scapularis na morcatech vedlo
ke snizeni doby sani klist’at, snizeni vahy a jen jedno z 18 morcat bylo pozitivni na pfitomnost
borelii ve srovndni s kontrolou. To naznaCuje, Ze imunita proti klistatim interferuje
s pfenosem spirochet (Nazario et al.,, 1998). Navic bylo zjisténo, ze u lidi dochazi po
opakovaném sani klistat k vyvoji oddaleného typu piecitlivélosti a k mensi pravdépodobnosti
vyvoje lymské boreliozy (Burke et al., 2005). Ziskana rezistence se vSak nevyviji u vSech
interakci klisté-hostitel. U BALB/c a C3H/HeN mysi nedochazi k vyvoji rezistence k nymfam
nebo larvam 1. ricinus (Mbow et al., 1994). I piesto miize opakované sani stimulovat imunitni
odpovéd’ hostitele. Opakované sani nymf /. scapularis na mySich BALB/c vyvolalo rezistenci
k néslednému pienosu B. burgdorferi B31. Podobné vysledky byly zjistény, kdyz bylo mys$im
aplikovano sérum z kraliki imunnich proti sani klistat (Narashima et al.,, 2007). Tato
pozorovani znaci, ze kliStéci proteiny by mohly byt vyuzity k vakcinaci proti pienosu borelii
(Schuijt et al., 2010).

Zakladnim krokem ve vyvoji vakcin je identifikace vhodnych antigenii. Vakcina miize
byt namifena proti skrytym nebo exponovanym antigenim. Exponované antigeny jsou
sekretovany slinami béhem sani klistat (proteiny nebo peptidy syntetizované ve slinnych
zlazach), zatimco skryté antigeny jsou za normdlnich podminek nedostupné imunitnimu
systému (antigeny stfev). V soucasnosti byla popsana jesteé dalsi skupina antigenti, ve které se
kombinuji vlastnosti skrytych a exponovanych antigent. Proti-klistéci efekt je
charakterizovan mortalitou klistat a vajicek, nedokoncenim sani, prodlouZenym séanim,

snizenim snlsky vajicek a neschopnosti ptemény do dalsiho stadia (Nuttall et al., 2006).
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Ptikladem vakciny, vyuzivajici skryté antigeny, je vakcina proti klistéti Boophilus microplus.
Vakcina je zaloZend na imunizaci imunodominantnim glykoproteinem Bm86 z epitelidlnich
bunck stfeva (Willadsen et al., 1988, 1995). Nevyhodou je, Ze pifi imunizaci skrytymi
antigeny nemusi dojit k zabranéni ptenosu patogenil. Proto se zd4 byt vyhodné&jsi vyuziti
exponovanych antigend, protoze bylo prokazano, ze opakované sani neinfikovanych klistat
na zvifatech u nich vyvolava rezistenci (Mulenga et al., 2000, Nazario et al., 1998).

Prvni vakcinou proti lymské borelidze pouzitou u lidi, byla vakcina Lymerix uvedena
na trh vroce 1998. Tato vakcina byla zalozend na rekombinantnim povrchovém proteinu
OspA a blokovala pienos B. burgdorferi. Po imunizaci timto proteinem doslo, diky
protilatkdm proti OspA, ke zniceni borelii ve stievé nasatych klistat (de Silva et al., 1996,
1997). Vroce 2002 byla stazena pro vedlejsi ucinky a nizky prodej. U osob s genem
HLA DR4 dochazelo ke vzniku revmatoidni artritidy a dalsSim projeviim podobnym lymské
borelioze (Kalish et al., 1993, Parenti, 2000). V soucasnosti se vyvijeji dal$i vakciny zalozené
na proteinu OspA, u kterych by nemélo dochazet k vedlejsim ucinkim (Willett et al., 2004,
Koide et al., 2005).

V soucasnosti je ve vyvoji vakcina zalozend na 22 kDa povrchovém lipoproteinu
OspC, jehoz nositelem je cirkularni plasmid pfitomny vramci celého komplexu
B. burgdorferi sensu lato (Marconi et al., 1993, Sadziene et al., 1993). Problémem ziistava
heterogenita proteinu OspC, kterd je pozorovéna i u stejnych druht borelii. Moznym feSenim
by mohla byt chimerickd vakcina slozend z protektivnich epitopt proteinii OspC z riznych
fylogenetickych skupin, ktera by vyvolavala Sirokou protekci (Wang et al., 1999, Earnhart
et al., 2005, 2007).

Dals$im kandidatem na vakcinu blokujici prenos B. burgdorferi je protein DbpA. Bylo
prokdzéano, ze DbpA chranil mysi proti nasledné infekci boreliemi (Hagman et al., 1998, Feng
et al., 1998). Pfi dalSim pokusu, kdy byly mysi imunizované¢ DbpA a saly na nich nymfy
1. scapularis infikované spirochetami, v§ak nedoslo k vyvoji imunity proti infekci. Tento
nedostatek protekce koreluje s nedostateCnou expresi DbpA boreliemi v klistatech. Proto
DbpA neni pravdépodobné vhodny jako vakcina proti lymské borelioze (Hagman et al.,
2000).

Jako slibni kandidati na vakcinu se zdaji byt glykolipidy B. burgdorferi.
U 80% pacientli v pozdnim stadiu lymské boreliézy byly zaznamenany protilatky proti
glykolipidu ACGal (6-O-acylated cholesteryl beta-D-galactopyranoside). Navic ACGal je
roz§iteny mezi B. burgdorferi, B. afzelii a B. garinii, a protilatky proti ACGal reaguji s t€émito
druhy borelii (Stubs et al., 2009, 2010).
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V posledni dobé¢ bylo ptipraveno n¢kolik antigenil ze slin jako rekombinantni proteiny,
které byly pouzity jako vakciny proti klitatim a jimi pfenaSenym patogentim. Zadny z téchto
rekombinantnich antigeni zatim nebyl uveden na trh (u 64TRP probihaji zkousky na
dobytku). Probihaji zkousky s rekombinantnim proteinem z klistéte Haemaphysalis
longicornis HL 34, ktery v pokusech indukoval morbiditu a mortalitu u dospé€lcti i nymf. Dale
byl u toho klistéte identifikovan antigen p29 (pravdépodobné protein cementu). Imunizace
kréaliki rekombinantnim proteinem p29 vedla v 40% a 56% k umrti larev a nymf. Dalsi
imunodominantni protein cementu (RIM36) klistéte Rhipicephalus appendiculatus vyvolava
silnou protilatkovou odpovéd u dobytka (Mulenga et al., 1999, Bishop et al., 2002, Nuttall
et al., 2006). U klistéte R. appendiculatus byl objeven cementovy protein 64P, ktery i piesto
ze patii mezi sekretované antigeny, muze skiizené reagovat s antigeny stfeva, hemolymfy
a slinnych zldz. Plsobeni rekombinantniho proteinu (64TRP) je zalozeno na indukci
humoralni a DTH odpovédi, které postihuji jak misto sani tak i stfevo klistéte (Trimnell et al.,
2002, 2005). Imunizace rekombinantnim proteinem 64TRP vedla v misté prisati kliStcte
(u morcat, kralikli, kieckt a dobytka) k humoralni a bunécné odpovédi a oddalenému typu
precitlivélosti. Protilatky proti 64TRP reagovaly s epitopy ve stievé klistéte a to mélo za
nasledek protrzeni stfeva (Trimnell et al., 2005). MySi imunizované¢ 64TRP byly chranény
pted virem klistové encefalitidy (TBE) pfenasenym 1. ricinus (Labuda et al., 2006).

Mezi dalsi slibné kandidaty na proti-klistéci vakcimu patii feritin 2. Tento noveé
objeveny protein je vylu¢ovan do hemolymfy kliStéte a jeho hlavni fukci je transport Zeleza
z traviciho traktu kliStéte do jinych organti, zejména do slinnych zlaz a vajecnikii. Vakcinace
rekombinantnim feritinem 2 vedla k tomu, Ze protilatky v krvi hostitele zablokovaly feritin 2
ve stievé kliStéte, doslo k omezeni schopnosti kliStat st na hostiteli a vice nez polovina
klistat béhem sani krve uhynula. Dale mélo naruseni metabolismu Zeleza negativni vliv na
rozmnozovani a dal$i vyvoj klistat. Navic je feritin 2 odliSny od feritini savCich hostitela
a proto je vyznamnym kandidatem na vakcinu, kterd omezi schopnost sani klistat a tim 1 snizi
riziko pfenosu patogent (Hajdusek et al., 2009a,b).

Napiiklad imunizace sialostatinem L2 vedla ke snizeni sani I scapularis na morcatech
(Kotsyfakis et al., 2006, 2008). Podobné byly provedeny pokusy s proteinem Iris ze slinnych
zlaz I ricinus, ktery mé vliv na hemostdzi i imunitni odpovéd’ hostitele. Imunizace kralik

timto proteinem zhorSila sani nymf /. ricinus. Protein Iris inhibuje produkci prozanétlivych

vV
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B. burgdorferi tim, Ze se neutralizuje efekt tohoto proteinu (Prevot et al., 2006, 2007, 2009,
Chmelar, 2005).

Dal8imi kandidaty na vakcinu blokujici pfenos spirochet jsou proteiny, které piimo
nebo nepiimo interaguji s boreliemi. Ptikladem je protein ze slinnych zlaz Salpl5, ktery
specificky vaze OspC borelii a tim je chrani proti u¢inkiim protilatek (Ramamoorthi et al.,
2005). Specifické protilatky proti Salpl5 by nejen neutralizovaly imunosupresivni efekt
Salp15, ale soucasné by i mohly vazat borelie, jejichZ povrch je obaleny timto proteinem. Tim
by doslo 1 ke zvySeni likvidace bakterii fagocytujicimi buikami (Hovius et al., 2008b,c,
Schuijt et al., 2010, Anguita et al., 2002). Bylo prokazano, Ze protilatky proti Salp15 chranily
mysi pied infekci B. burgdorferi a zvySovaly likvidaci B. burgdorferi tagocyty. Navic za
pfitomnosti protilatek proti Salpl5 doslo ke zvySeni protektivni funkce protilatek proti OspA
a OspC. To naznacuje, ze imunizace klistécimi antigeny miize byt vyuzita pro doplnéni
protektivniho efektu vakcinace antigeny borelii (Dai et al., 2010, Schuijt et al., 2010). Dalsim
dilezitym proteinem ze slinnych 714z je antioxidant Salp25D z I scapularis. Salp25D je
dilezity pro pteziti spirochet pfi interakci kliSté-hostitel, protoze chrani B. burgdorferi pted
reaktivnimi formami kysliku produkovanymi neutrofily. Po imunizaci mysi Salp25D
a nasledném sani klistat, bylo zjiSténo, ze kliStata nejsou schopnd béhem sani ziskat
spirochety ve srovnani s neimunizovanou skupinou. Protein Salpl6 je dal§im ptikladem
proteinu ze slinnych 71z, ktery umoznuje piechod patogenii z hostitele do klistéte. Za
neptitomnosti Salpl6 nemohly bakterie A. phagocytophilum vstoupit a piezit v klistéti (ale
neplati pro borelie). Proteiny Salp25D a Salpl6 jsou popisovany jako proteiny ze slinnych
zlaz, mohou ale byt exprimovany i ve stfevé klistéte (Sukurama et al., 2006, Schuijt et al.,
2010). Ve stieve klistéte je exprimovan dalsi vyznamny protein TROSPA, ktery je nutny pro
kolonizaci stfeva boreliemi tim, ze pfimo interaguje s OspA. Pii blokovani tohoto proteinu
doslo ke snizeni kolonizace stfeva B. burgdorferi a naslednému snizeni pienosu borelii béhem

sani na hostiteli (Pal et al., 2004, Schuijt et al., 2010).

25



2 Cile prace

Vakcinace mysi slinami klist'at Ixodes ricinus

= Vakcinace mysi opakovanym sanim nymf Ixodes ricinus

= Monitorovani slinami aktivovaného ptenosu spirochet Borrelia burgdorferi a jeho

ovlivnéni piedchozi vakcinaci

» Vliv vakcinace na imunitni odpovéd’ hostitele béhem sani
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3 Material a metody

3.1. Klist’ata

V pokusech byly pouzity pro odbér slin samice /. ricinus, které byly ziskany sbérem
z okoli Ceskych Budg&ovic. Samice saly na neimunizovaném moréeti. Dale pro pokusy
imunizace opakovanym sanim a imunizace slinami byly pouzity nymfy /. ricinus pochazejici
z chovu PAU, jejichz predchozi dvé generace saly na mordeti imunizovaném smésnym

boreliovym antigenem.

3.2. Mysi
Pro pokusy byl pouzit inbredni kmen mySi C3H/HeN (Charles River Laboratories,
Némecko), samice, 8 tydnii staré. Mysi byly chovany ve zvéfinci PAU za standardnich

podminek a krmeny standardni smési pro hlodavce.

3.3. Bakterie

3.3.1. Kultivace borelii
V pokusech byl pouzit druh Borrelia burgdorferi sensu stricto CB53. Borelie byly
kultivovany v BSK-H médiu (Sigma) obohaceném 6 % kralictho séra za

pritomnosti antibiotik pro borelie (Sigma) v termostatu pii 33°C 4-6 dni.

3.3.2. Stanoveni poctu borelii

Z kultury borelii bylo odebrano 3,5 pl na podlozni sklo a pfikryto krycim sklem
o velikosti 18x18 mm. Preparat byl prohlizen v temném poli pfi zvétSeni 400x. Spocitano
bylo 20 zornych poli a vysledny pocet bakterii v1 ml suspenze byl stanoven podle
Magnusona (Magnuson et al., 1948):

Primér z 20ti poli x 3724 x _ 1 x 1000 = pocet borelii v 1 ml
3,5 fedéni

Takto zjisténé mnozstvi borelii bylo nafedéno BSK-H (Sigma) médiem na

pozadovanou koncentraci a pouzito k infekci mysi v nasledujicich pokusech.
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3.4. Klistéci sliny

3.4.1. Odbér slin

Pro odbér slin byly pouzity ¢asteéné nasaté (7 dni) samice I ricinus z ptirodnich
sbért. Klist'ata byla pfichycena oboustrannou lepici paskou na podlozni sklo a fixovéna dalsi
paskou pies hibetni ¢ast. Na hypostom jim byla pod binolupou nasazena sklenéna
mikrokapilara o objemu 10 pl. Nésledné byl pfipraven 5% roztok pilocarpinu (Sigma)
v 96% etanolu. Pilocarpin je alkaloid odvozeny od histidinu pochazejici z listi mrStnoplodu
malolistého (Pilocarpus microphyllus), ktery plsobi drazdivé na parasympatikus a tim
podporuje produkci slin. Na hibetni stranu klist'at byly aplikovany 2 ul pilocarpinu a klistata
byla uloZena do vlhké komitirky do termostatu s 37°C. Po kazdych 30 minutach byla klistata
kontrolovana. Pfiblizn€ po 2 hodindch byly ze vSech kapilar odsaty sliny a pfefiltrovany
pomoci bakteridlniho filtru o velikosti pori 0,22 um. Sliny byly uloZeny pro pozdé¢jsi pouziti

pii teploté -80°C.

3.4.2. Stanoveni koncentrace proteinu

Pro stanoveni koncentrace proteinu ve slinach byl pouzit mikrotitracni panel, kde byla
do jamek nanesena kalibra¢ni fada bovinniho sérového albuminu (BSA, Sigma) po 5 pl
v rozmezi koncentraci 0-600 pg/ml a 5 pl slin. Nasledné bylo pfidano do vSech jamek 100 pl
Bradfordové ¢Cinidla (Bradford, 1976). Absorbance byla zméfena vertikdlnim
spektrofotometrem (Multiskan MCC/340) pfi vinové délce 595 nm. Z naméienych udaji
z fady albuminli byla v programu MS Excel sestrojena kalibra¢ni kiivka a vypocitana

koncentrace proteinu ve slinach.

3.5. Imunizace opakovanym sanim kliStéte 1. ricinus

3.5.1. Imunizace mySi

Na imunizovanych skupinidch mysi probéhly postupné tfi sani neinfikovanych nymf
. ricinus. Pti poslednim tj. tfetim sani byly mysi soucasné infikovany kulturou borelii. Mezi
jednotlivymi sanimi probéhly 14 denni pauzy, kdy mysi nebyly vystaveny nymfam. Béhem
prvniho a druhého sani bylo aplikovano 10 nymf/mys, pii tietim 8 nymf/mys. V prabehu
kazdého séni byl zaznamenan pocet sajicich a nasatych nymf, poté pocet nymf pteménénych

do dospé€lcti a mnoZstvi samct a samic. Bylo vytvofeno 5 skupin po ¢tyfech mysich:
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1) 3 sani nymf
2) 2 sani nymf
3) 1 séni nymf
4) kontrolni infikovana skupina

5) kontrolni neinfikovana skupina

3.5.2 Infekce mySi boreliemi

Mysi byly uspany 75 ul anestetika a na hibet¢ jim byla ostiihana srst. Do tohoto mista
jim byla aplikovana intradermalng infek&ni davka 5 x 10° borelii ve 20 ul BSK-H média. Déle
byla na hibet mysi pfipevnéna komirka s uzavérem, kam byly nasypany nymfy. V kontrolni
skupiné byla mysim také pfipevnéna komiirka, aby se dosahlo u vSech stejnych podminek.
Nymfy saly na mySich az do odpadnuti tj. 4 dny a poté byly mysi usmrceny. Rozdéleni skupin
bylo:

1)  5x10° borelii +8 nymf — 3 sani

2)  5x10°borelii + 10 nymf — 2 sani

3)  5x10°borelii + 10 nymf — 1 sani

4) 5% 10’ borelii

5) kontrolni neinfikovana skupina

3.5.3. Izolace a zpracovani organt

Ctvrty den po infekci byla mysim ze skupiny 1, 2, 3 odebrana krev, kiize, mo&ovy
meéchyt, srdce a uzliny. Ze skupiny €. 4 byla odebrana jen krev a uzliny. Pfed odbérem organii
byla my$ kratce uspana éterem a posléze ji byla odebrana krev z krkavice. Poté byla mys
usmrcena zlomenim vazu a odebréna kiize v oblasti vpichu borelii, hrot srde¢ni, mocovy
méchyi. Do RPMI média (PAA) byly odebrany tfi pary auxiliarnich uzlin. Béhem pitvy byly
vSechny orgdny uchovavany na ledu. Poté byly organy zvazeny na analytickych vahach

s pfesnosti na desetiny miligramu a zamrazeny pro naslednou izolaci DNA.

3.5.4. Priprava bunécné suspenze z uzlin

Do 24 jamkového panelu (TPP) s RPMI médiem byly pfeneseny uzliny a poté byly
nuzkami nastiihany. Nésledovalo ptidani kolagenazy (Roche) v u¢inné koncentraci 2 ng/ml
do kazd¢ jamky a panel se nechal tfepat 30 minut v termostatu. Po skonceni tfepani byly

uzliny i s médiem pteneseny do centrifugacnich zkumavek, kde byly uzliny protlaceny ptes
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sitko a tim ziskdna bunécna suspenze. Nasledné byly zkumavky centrifugovany 10 minut, pfi
300 g a teploté 10°C. Po centrifugaci bylo médium slito a byl pfidan 1 ml kultivaéniho média
(10% fetalni bovinni sérum + RPMI médium + 1% antibiotika + 1% glutamin
+ 0,1% merkaptoetanol). Pocet bun€k byl stanoven pocitanim v Biirkerové komtrce po
obarveni trypanovou modii. Zjisténé udaje byly pfepocCitdny na pocet bunck/ml suspenze
a buiiky byly nafedény do mikrozkumavek tak, aby na kazdou jamku 96 jamkového panelu
(IWAKI) piipadlo 200 000 bunék. Do jamek 96 jamkového panelu bylo pfidano 180 pl
nafedéné suspenze bunck a 20 ul stimulantu. Pro kazdy stimulant byla od jednotlivych vzorka
vytvoiena duplikace. Jako stimulanty byly pouzity konkanavalin A (ConA, 500 ng/ml,
Sigma), lipopolisacharid (LPS, 500 ng/ml, Sigma) a fytohemaglutinin (PHA, 500 ng/ml,
Sigma) + forbol-myristat-acetat (PMA, 100 ng/ml, Sigma) a kontrolou byly nestimulované
buniky. Panel byl uloZzen do termostatu a byl inkubovan 48 hodin. Po inkubaci se z kazdé
jamky odebrala vétSina supernatantu, ktery byl posléze zamrazen pii —80°C pro pozdéjsi

pouziti.

3.6. Imunizace slinami klistéte 1. ricinus

3.6.1. Imunizace mysi

V pokusu bylo pouzito 14 mysi kmene C3H/HeN. Byly provedeny 3 imunizace vzdy
po 14 dnech. Po tfeti imuniza¢ni ddvce BSA (bovine serum albumin) vSak doslo k thynu 5
mysi, proto neni pfitomna skupina imunizovand jen BSA. Imuniza¢ni davka 90 pl byla
podana subkutanné do boku mysi. Pii prvni imuniza¢ni davce bylo pouzito kompletni
Freundovo adjuvans (Sigma), ve zbyvajicich dvou davkéch pak nekompletni. Mysi byly
pfedem uspany intraperitonealné podanym anestetikem (4 ml 10% Narketan (Vétoquinol) + 2
ml 2% Rometar (Spofa) + 14 ml PBS) v ddvce 75 pl/myS. Mysi byly rozdéleny do ctyr
skupin:

1) 10 pg BSA + Freundovo adjuvans (3 mysi)

2) 10 pg slin + Freundovo adjuvans (4 mysi)

3) 10 pg slin + Freundovo adjuvans (4 mysi)

4) kontrolni neinfikovana skupina (3 mysi)
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3.6.2. Infekce mysi boreliemi

14 dni po tfeti imunizacni davce byla provedena infekce mysi kulturou borelii. Mysi
byly pfedem uspany subkutané podanymi 75 pl anestetika. Na hibet¢ (mezi hrudnikem
a bedry) jim byla ostfihdna srst. Poté bylo mySim do této oblasti aplikovano intradermalné
20 pl infekéni davky spirochet (5 x 10° borelii v BSK-H médiu). Nésledng byly skuping
1 a 3 aplikovany nymfy /. ricinus, tak Ze byly nasypany do komurky s uzavérem, ktera byla
piipevnéna na hibet mysi v mist¢ vpichu. Nymfy sily na mySich 4 dny. Rozdéleni
jednotlivych skupin bylo:

1)  BSA: 5 x 10’ borelii + 10 nymf (3 mysi)

2)  sliny: 5 x 10° borelii (4 mys3i)

3)  sliny: 5 x 10° borelii + 10 nymf (4 mysi)

4) kontrolni neinfikovana skupina (3 mysi)

3.6.3. Izolace a zpracovani organi

Izolace, odbér i zpracovani organti probéhlo obdobné jako je uvedeno v kapitole 3.5.3.

3.6.4. Priprava bunécné suspenze z uzlin

Postup probé¢hl stejné jako v kapitole 3.5.4.

3.7. Stanoveni cytokini

Byl pouzit ELISA kit (eBioscience) a postupovalo se dle ndvodu. Touto metodou bylo
meéteno mnozstvi IL-2, IL-10 a IFN-y v supernatantech z obou vyse popsanych pokust. Do
jamek 96 jamkového mikrotitraéniho panelu (Maxisorp, NUNC) bylo pfidano 50 pl vazebné
protilatky fedéné 250% ve vazebném pufru a inkubovano ve vlhké komiirce pies noc pii 4°C.
Druhy den byl panel 5x promyt roztokem PBS+Tween (0,05%), vyblokovan 200 pl
1x koncentrovaného tediciho roztoku (inkubace pfi laboratorni teplot¢ 1 hodinu). Poté byl
panel 5% promyt a pro ziskani kalibrac¢ni kiivky bylo pfidano 50 pl standardi zfedénych
dvojkovou tadou (IL-2 1 ng/ml, IL-10 4 ng/ml a IFN-y 1 ng/ml). Déle bylo pfidano 50 pl
vzorkli do odpovidajicich jamek a panel inkubovan ve vlhké komurce pies noc pii 4°C. Dalsi
den byl panel 5% promyt, bylo pfidano 50 pl detekéni biotinylované protilatky (250% fedéné
v fedicim roztoku) a panel byl inkubovén 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Nasledovalo

5x promyti, pfidani 50 pl avidinu (250% fedény fedicim roztokem) a panel byl inkubovan pfi
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laboratorni teplot¢ 30 minut. Panel byl 7x promyt, do kazdé¢ jamky bylo pfidano 50 pl
substratového roztoku a byl inkubovan ve tmé, nez se objevila barevnd reakce (piiblizné 15
minut). Reakce byla zastavena 50 pl 2M H,SO4 a pifi vinové délce 450 nm byla na
spektrofotometru (Multiskan MCC/340, Labsystem) zmétena absorbance.

3.8. Stanoveni protilatek

Mnozstvi protiladtek proti antigenim slin v séru z obou pokusli bylo stanoveno
metodou ELISA. Na 96 jamkovy titracni panel bylo navazano 50 pl extraktu ze slinnych zlaz
(SGE) o koncentraci 10 pg/ml proteinu na kazdou jamku. SGE byl pouzit misto slin, protoze
bylo v provedeném pokusu zjisténo, ze mezi navazanim SGE a slin neni rozdil. SGE byl
nafedén na prtislusnou koncentraci roztokem uhli¢itanového pufru o pH 9,6. Poté byl panel
inkubovan 24 hodin pfi 4°C ve vlhké komtrce. Dal§i den byl panel vysusen poklepem
a nespecifické vazby byly vyblokovany 5% PTS v PBS v mnozstvi 200 ul na jamku po dobu
45 minut pii 37°C ve vlhké komirce. Panel byl 3x promyt promyvacim roztokem
PBS+Tween (0,05%), do odpovidajicich jamek byla nanesena testovand mysi séra v
triplikacich fedénd 1:100 v fedicim roztoku 5% PTS v PBS a panel byl inkubovéan 45 minut
pti teploté¢ 37°C ve vlhké komitrce. Nasledné byl panel 3x promyt, do kazdé jamky bylo
piidano 100 pl antimysi protilatky znacené peroxidazou (SwWAM/Px) fedéné v fedicim pufru
1:1000 a panel byl inkubovan 45 minut pii 37°C. Panel byl 3x promyt a enzymova reakce
byla vyvoldna 100 pl substratového roztoku (5 ml fosfocitratovy pufr, 2 mg OPD, 2 ul 30%
H,0,). Podle intenzity zbarveni negativni kontroly byla reakce zastavena po cca 10 minutach
100 pul 2M H,SO4. Absorbance byla zméfena na spektrofotometru (Multiskan MCC/340,

Labsystem) pti vinové délce 490 nm.

3.9. I1zolace DNA z mySich organt

Na izolaci byl pouzit High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) dle nadvodu.
DNA byla izolovana z kize, moCového méchyie a srdce. Odebrano bylo 10-35 mg tkané,
ktera byla v ptipad¢ klize nastiihana, v ptipad¢ srdce nakrijena skalpelem. K odebranému
mnozstvi bylo pfidano 200 ul T1 pufru (Tissue Lysis Buffer) a 40 ul proteinazy K. Vzorky
byly inkubovéany pii 55°C v termobloku 4 hodiny. Poté bylo ke vzorkiim ptiddno 200 ul
T2 pufru (Binding buffer) a byly inkubovany 10 minut pfi 70°C. Nasledn¢ bylo ptidano 100
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ul isopropanolu a vzorky byly pfendany do kolonky na jimaci zkumavce a centrifugovany
I minutu pfi 8000 g. Dale bylo pfiddno 500 pl Tx pufru (Inhibitior Removal Buffer)
a centrifugovano 1 minutu pfi 8000 g. Nasledujicim krokem, ktery byl opakovan dvakrat,
bylo piidani 500 ul T3 pufru (Wash Buffer) a centrifugace 1 minutu pii 8000 g. Filtrat byl
vylit a vzorky byly centrifugovany 10 s pii1 7500 g. DNA z kolonky byla eluovdna pfidanim
60 pul Elution Buffer pfedem vytemperovaného na 70°C a inkubovana 4 minuty. Po inkubaci
byly vzorky centrifugovany 1 minutu pfi 8000 g. Pro vétsi vytéznost bylo pfidano 60 pl

Elution Buffer jesté jednou. Ziskana DNA byla zamrazena pro pozdé¢jsi pouziti.

3.10. Real-time PCR

Metoda kvantitativni real-time PCR umoziiuje rychlou, citlivou a spolehlivou detekci
a kvantifikaci specifického tseku DNA nebo RNA. Béhem kvantitativni PCR byl
amplifikovan gen FliD (flagellar hook-associated protein II), ktery je pifitomen v genomu
B. burgdorferi v jediné kopii (pocet jeho kopii= pocet borelii). Pro vytvoieni 180-bp produktu
genu FliD byly pouzity primer R (5'- CCT TCC ACT TTT CTC TCT CTA TCT T-3")
(Machackova et al., 2006), primer F (5'- TGG TGA CAG AGT GTA TGA TAA TGG AA
- 37) ( Zeidner et al., 2002) a dvojité¢ znacend sonda (5'- TGC TAA AAT GCT AGG AGA
TTG TCT GTC GCC - 3’, barvivo 6-karboxylofluorescein) (Generi-Biotech). Dale smés na
kvantitativni PCR obsahovala Taq pufr, deionizovanou vodu, nukleotidy, Taq polymerazu

a templatovou DNA v mnozstvi uvedeném v tabulce (7ab. 2).

Tab. 2. SloZeni reakcni smési pro real-time PCR.

¢ V]
Deionizovana voda 11,4
Taq pufr (TaKaRa) 10x koncetrovany 2,0
Smés nukleotidii (TaKaRa) 10 mM (2,5mM kazdy) 1,6
RT Zeid F primer (Generi- 0,1 mM 0.4
Biotech)
MN qper R primer (Generi- 0,1 mM 0,4
Biotech)
Dvojité znacena sonda 0,1 mM 0,1
(Generi-Biotech)
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Hot star Taq polymeraza 5U0/ul 0,1
(TaKaRa)
Templatova DNA 4,0
Celkem 20,0

Amplifikace a detekce probihala na pfistroji Rotor Gene 3000 thermocycler, kdy
program zahrnoval: po¢atecni denaturaci 10 minut pii 95°C a 45 cykli denaturace (15 sekund
pii 95°C) a syntézy (1 minuta pfi 60°C). VSechny vzorky byly v triplikaci. Postupnym
desetinasobnym fedénim DNA o zndmé koncentraci ziskané z kultury borelii byla vytvofena
kalibra¢ni kfivka, aby bylo mozné ptesné ur¢it mnozstvi kopii cilového genu. Vysledna

meéfeni byla zpracovana v programu Rotor Gene 5.0.

3.11. Statistika

Z naméfenych dat byla v programu Statistica 9.0. vypracovana statisticka analyza. Pro
analyzu byl pouzit t-test. Statisticky signifikantni rozdil na 5% hladin¢ vyznamnosti je

v grafech oznacen hvézdickou.
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4 Vysledky

4.1. Vakcinace mysi opakovanym sanim nymf 1. ricinus

4.1.1. Produkce cytokinii miznimi uzlinami po vakcinaci opakovanym sanim

Sani nymf na mySich C3H/HeN vedlo ve spadovych lymfatickych uzlinach k naristu
Thl 1 Th2 cytokini ve srovndni s kontrolni neinfikovanou skupinou. Tento efekt byl
nejvyrazn€j$i u Th2 cytokinu IL-10 (<2 ng/ml) (Graf 1¢), zatimco mnozstvi Thl cytokind
IL-2 (<0,25 ng/ml) a IFN-y (<0,15 ng/ml) bylo velmi nizké (Graf 1a, 1b). Po prvnim sani
nymf [ ricinus a soucasné infekci B. burgdorferi doslo u vSech cytokinl k nariistu oproti
kontrolni neinfikované skupiné. Béhem druhého sani byl zaznamenan pokles v produkei IL-2
a IL-10, zatimco u IFN-y doslo k narGstu ve srovndni s prvnim sanim. Pii tfetim sani, kdy
doslo soucasné k infekci B. burgdorferi, byl zaznamenan nartist IL-2 nebo hodnota IL-2 byla
na urovni prvniho sani. U IFN-y dosSlo k poklesu oproti prvnimu sani s vyjimkou jeho
vzestupu po stimulaci LPS. Trend v produkci cytokint byl nejednozna¢ny. Mnozstvi IL-2 po
tretim sani a soucasné inokulaci B. burgdorferi bylo srovnatelné nebo zvySené ve srovnani
sprvnim sanim (Graf 1a), zatimco mnozstvi IFN-y bylo proti prvnimu sani snizené
(Graf 1b). U IL-10 doslo po tietim sani k poklesu proti prvnimu sani, s vyjimkou stimulace
PHA+PMA (Graf 1c). Celkové byla produkce IL-10 vyssi nez IL-2 a IFN-y, z ¢ehoz je patrna
polarizace imunitni odpovédi k Th2.

Po imunizaci opakovanym sanim byl znatelny vliv SAT efektu slin na produkci
cytokinl spadovymi lymfatickymi uzlinami, kdy doslo k celkovému snizeni cytokini Thl
(Graf 1a, 1b) a zvySeni Th2 (Graf 1c), k ¢emuz pravdépodobné doslo vlivem SAT faktori

pfitomnych ve slinach.
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Graf la, 1b, 1c: Mnozstvi cytokint IL-2 (1a), IFN-y (1b) a IL-10 (1c) v miznich uzlinach po opakovaném sani
nymf /. ricinus 4 dpi (dny po infekei). 3. sani nymf: 2 sani nymf + infekce 5 x 10° B. burgdorferi a soucasné
3. sani nymf; 2. sani nymf: 1 sani nymf + infekce 5 x 10° B. burgdorferi a soutasné 2. sani nymf; 1. sani nymf:
infekce 5 x 10° B. burgdorferi a sou¢asné 1. sani nymf; Infikovana kontrola: jen infekce B. burgdorferi;
Neinfikovana kontrola: neinfikovana skupina. Byly pouzity buiiky z 3 pard auxilidrnich uzlin, které bud’ nebyly
stimulovany, nebo byla provedena stimulace LPS, ConA a PHA+PMA. Hodnoty jsou vyneseny jako mnozstvi
cytokinu vng na 1 ml a + stiedni chyba praméru; (*): statisticky signifikantni rozdil (p<0,05) ve srovnani

s infikovanou kontrolou.
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4.1.2. Vliv vakcinace opakovanym sanim na distribuci a proliferaci borelii v mysich

organech

4.1.2.1. Kiize

Kiize v oblasti inokulace spirochet byla vySetfovana na ptitomnost B. burgdorferi.
Borelie se vyskytovaly v kiizi v§ech skupin ve znacném mnozstvi. Pfi prvnim sani nymf, kdy
byla soucasné inokulovana kultura B. burgdorferi, byly spirochety pfitomny v nejvetsi mite.
Mnozstvi spirochet po prvnim sani pfevySovalo hodnoty kontroly infikované boreliemi.

Postupné byl trend v poctu borelii od prvniho sani k tfetimu klesajici (Graf 2).
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Graf 2: Mnozstvi B. burgdorferi sensu stricto CB53 v klizi po imunizaci opakovanym sanim nymf I. ricinus
4 dpi. 3. sani nymf: 2 sani nymf + infekce 5 x 10° B. burgdorferi a sou¢asné 3. sani nymf; 2. sani nymf: 1 sani
nymf + infekce 5 x 10° B. burgdorferi a soutasné 2. sani nymf; 1. sani nymf: infekce 5 x 10° B. burgdorferi
a soucasné 1. sani nymf; Infikovana kontrola: jen infekce B. burgdorferi. Hodnoty jsou vyneseny jako

prumérny pocet borelii na 1 mg tkan¢ a + stiedni chyba priméru.
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4.1.2.2. Srdce

Pritomnost borelii byla vySetfovana v hrotu srdecnim. Mnozstvi spirochet se
u jednotlivych skupin zna¢né odliSovalo a bylo vyrazn€ nizsi nez v kiizi. Po prvnim sani nymf
L ricinus bylo mnozstvi bakterii v srdci srovnatelné s kontrolni skupinou, kterd byla pouze
infikovana boreliemi. V pribéhu druhého séni byl zaznamenan podstatny ndrGst mnozstvi
borelii. Pti tietim sani doslo k poklesu proti druhému sani, hodnoty vsak byly stale vyssi nez
pii prvnim sani. Druhé a tfeti sani tedy vedlo k rozsifeni bakterii do srdce, i kdyz po tfetim

sani nymf je patrny pokles mnozstvi B. burgdorferi (Graf 3).
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Graf 3: Mnozstvi B. burgdorferi sensu stricto CB53 v srdci po imunizaci opakovanym sanim nymf /. ricinus
4 dpi. 3. sani nymf: 2 sani nymf + infekce 5 x 10° B. burgdorferi a soucasné 3. sani nymf; 2. sani nymf: 1 sani
nymf + infekce 5 x 10° B. burgdorferi a soucasné 2. sani nymf; 1. sani nymf: infekce 5 x 10° B. burgdorferi
a souCasné 1. sani nymf, Infikovana Kkontrola: jen infekce B. burgdorferi. Hodnoty jsou vyneseny jako
pramérny pocet borelii na 1 mg tkané a + stfedni chyba praméru; (*): statisticky signifikantni rozdil (p<0,05) ve

srovnani s infikovanou kontrolou.

4.1.2.3. Mocovy méchyr

V zadné skupiné mysi nebyla v mocovém méchyii zjisténa pritomnost B. burgdorferi.
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4.1.3. Protilatky proti slinAm pritomné v séru po vakcinaci opakovanym sanim

Mnozstvi protilatek proti antigentim slin bylo po imunizaci opakovanym sanim nizké.
Nejvetsi hodnoty protilatek byly zaznamendny po prvnim séani, druhé sani nymf ale vyvolalo
pokles na uroven negativni kontroly. Tteti sani nymf vedlo k nepatrnému zvySeni. Celkové

byl trend v produkci protilatek vice mén¢ klesajici (Graf 4).
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Graf 4: Mnozstvi protilatek proti slindAm v séru po imunizaci opakovanym sanim 4 dpi. 3. sani nymf: 2 sani
nymf + infekce 5 x 10° B. burgdorferi a souasné 3. sani nymf; 2. sani nymf: 1 sani nymf + infekce 5 x 10
B. burgdorferi a sou¢asné 2. sani nymf; 1. sani nymf: infekce 5 x 10° B. burgdorferi a souasné 1. sani nymf;
Infikovana kontrola: jen infekce B. burgdorferi; Pozitivni Kontrola: pozitivni mySi sérum; Negativni
kontrola: negativni mysi sérum. Hodnoty jsou vyneseny jako primérna absorbance pfi 490 nm a =+ stfedni chyba

prameéru.
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4.1.4. Vliv vakcinace opakovanym sanim na metamorfézu a mortalitu 1. ricinus

Opakované sani /. ricinus neovlivnilo pfeménu nymf do dospélcti, ani nedoslo ke
zvySené mortalit€ nymf. Po tfetim sani bylo z imunizovanych mysi ziskano 80% zivych nymf
a u poloviny doSlo k pteméné¢ do dospélcii. Hodnoty po tfetim sdni jsou srovnatelné

s hodnotami po druhém a prvnim sanim nymf (Graf 5).

Vliv opakovaného sani nymf /. ricinus na mortalitu a me tamorfézu
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Graf 5: Vliv opakovaného sani nymf . ricinus na mortalitu a metamorfézu. 3. sani nymf: 2 sani nymf + infekce
5 x 10° B. burgdorferi a sou¢asné 3. sani nymf; 2. sani nymf: 1 sani nymf + infekce 5 x 10° B. burgdorferi
a soudasné 2. sani nymf; 1. sani nymf: infekce 5 x 10° B. burgdorferi a soudasné 1. sani nymf. Hodnoty jsou

vyneseny jako prumérné procentudlni zastoupeni prezivsich nymf a metamorfovanych dospélct.
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4.2. Vakcinace mysi slinami kliSt’at 1. ricinus
Yy

4.2.2. Produkce cytokinii miznimi uzlinami po vakcinaci slinami

Imunizace my$i C3H/HeN slinami vedla ve spadovych lymfatickych uzlindch
k nartistu Thl i Th2 cytokinl ve srovnani s kontrolni neinfikovanou skupinou. Byla namétena
nizka hladina IL-2 (<0,25 ng/ml) (Graf 6a) a vyssi hladina IFN-y (<1,6 ng/ml) a IL-10
(<2 ng/ml) (Graf 6b, 6¢). Po imunizaci slinami /. ricinus nebyla zjiSténa jasna polarizace
imunitni odpovédi k Thl nebo k Th2. U obou skupin imunizovanych slinami doslo ke snizeni
IL-2 ve srovnani se skupinou imunizovanou BSA-+nymfy (Graf 6a). Mezi skupinou
imunizovanou slinami a slinami+nymfy byly zjistény rozdily v produkci IL-2, kdy sani nymf
vyvolalo snizeni tohoto cytokinu. Nepfitomnost ziskané rezistence po imunizaci slinami je
patrna ve snizeni IL-2 u skupiny imunizované slinami+nymfy ve srovnani se skupinou
imunizovanou kontrolnim proteinem BSA+nymfy (Graf 6a). Naproti tomu mnozstvi dalsiho
vysetfovaného Thl cytokinu, IFN-y, bylo ve srovnéni s IL-2 zvySené (Graf 6b). Byl zjistén
nartst v produkci IFN-y u skupiny imunizované slinami proti skupin€ imunizované
BSA+nymfy. U skupin imunizovanych slinami se projevil vliv sani nymf, ktery vyvolal
snizeni IFN-y. S vyjimkou nestimulovanych bun¢k, byla produkce IFN-y po imunizaci
slinami+nymfy vzdy niz$i nez po imunizaci BSA+nymfy (Graf 6b). Byl zaznamenan vyrazny
nartst v produkci IL-10 skupiny imunizované BSA+ nymfy. Po imunizaci slinami
a slinami+nymfy bylo u téchto skupin mnozstvi IL-10 sniZzené, naproti tomu po imunizaci
BSA+nymfy byl zaznamendn zna¢ny narast IL-10. Vlivem sani nymf po imunizaci slinami
bylo mnozstvi IL-10 srovnatelné nebo vyssi nez u skupiny imunizované jen slinami (Graf
6¢). Celkove vyssi hladiny IL-10 ukazuji na polarizaci smérem k Th2.

Po imunizaci slinami doslo podobné¢ jako po imunizaci opakovanym sanim k projevu
SAT faktort ve slindch. U skupin imunizovanych slinami byl po aplikaci nymf zaznamenan
bud’ pokles, nebo nartist v produkci cytokinti. Vlivem sani nymf doslo k snizeni produkce Thl

cytokinti IL-2 a IFN-y (Graf 6a,6b) a k narastu Th2 cytokinu IL-10 (Graf 6c).
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Graf 6a, 6b, 6¢c: Mnozstvi cytokinii IL-2 (6a), IFN-y (6b) a IL-10 (6¢) v miznich uzlinach 4 dpi. Sliny:
imunizace 3 davkami 10 pg slin + infekce 5 x 10° B. burgdorferi; Sliny + nymfy: imunizace 3 davkami 10 pg
slin + infekce 5 x 10° B. burgdorferi spoleéné se sanim nymf; BSA + nymfy: imunizace 3 davkami 10 ug BSA
+ infekce 5 x 10° B. burgdorferi spoletné se sanim nymf; Neinfikovana kontrola: neinfikovana skupina. Byly
pouzity bunky z 3 part auxiliarnich uzlin, které bud’ nebyly stimulovany, nebo byla provedena stimulace LPS,

ConA a PHA+PMA. Hodnoty jsou vyneseny jako mnozstvi cytokinu v ng na 1 ml a + stfedni chyba praméru;

(*): statisticky signifikantni rozdil (p<0,05) ve srovnani s kontrolou BSA+nymfy.
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4.2.3. Vliv vakcinace slinami na distribuci a proliferaci borelii v mysich organech

4.2.3.1. Kiize

Ptitomnost B. burgdorferi v misté inokulace borelii se u jednotlivych skupin zna¢né
odliSovala. Vlivem imunizace slinami doslo ke snizeni mnoZstvi spirochet v kiizi ve srovnani
se skupinou imunizovanou BSA+nymfy. Signifikantni rozdil byl mezi skupinami
BSA+nymfy a Sliny+nymfy, kdy se pravdépodobné projevil efekt imunizace. Navic po
imunizaci slinami a nasledném sani nymf doslo jesté k dalSimu potlaceni borelii ve srovnani
se skupinou imunizovanou jen slinami (Graf 7).

Po imunizaci slinami doslo v ktzi také k projevu slinami aktivovaného pienosu.
U mysi imunizovanych BSA a na nichz saly nymfy doslo v kiizi k vyraznému narastu poctu

borelii ve srovnani se skupinami imunizovanymi slinami a slinami+nymfy (Graf 7).
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Graf 7: Mnozstvi B. burgdorferi sensu stricto CB53 v kizi po imunizaci slinami a BSA. Sliny: imunizace
3 davkami 10 pg slin + infekce 5 x 10° B. burgdorferi; Sliny + nymfy: imunizace 3 davkami 10 pg slin
+ infekce 5 x 10° B. burgdorferi spoleéné se sanim nymf. BSA + nymfy: imunizace 3 davkami 10 pg BSA
+ infekee 5 x 10° B. burgdorferi spolecné se sanim nymf. Hodnoty jsou vyneseny jako prumérny pocet borelii na
1 mg tkan& a + stiedni chyba praméru. (*): statisticky signifikantni rozdil (p<0,05) ve srovnani s kontrolou

BSA-+nymfy.
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4.2.3.2. Srdce

U Zadné skupiny mys$i nebyla v srdci prokazana ptitomnost B. burgdorferi.

4.2.3.3. Mocovy méchyr

Mnozstvi borelii v mo¢ovém méchyii bylo nizké u vSech imunizovanych skupin.

Hodnoty po imunizaci slinami jsou srovnatelné s imunizaci BSA (Graf 8).
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Graf 8: Mnozstvi B. burgdorferi sensu stricto CB53 v mo¢ovém méchyii po imunizaci slinami a BSA 4 dpi.
Sliny: imunizace 3 davkami 10 pg slin + infekce 5 x 10° B. burgdorferi; Sliny + nymfy: imunizace 3 davkami
10 pg slin + infekce 5 % 10° B. burgdorferi spolecné se sanim nymf; BSA + nymfy: imunizace 3 davkami 10 pg
BSA + infekce 5 x 10° B. burgdorferi spolecné se sainim nymf. Hodnoty jsou vyneseny jako primérny pocet

borelii na 1 mg tkan¢ a + stfedni chyba praméru.
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4.2.4. Protilatky proti slinim pritomné v séru po vakcinaci slinami

Z odebrané¢ krve bylo ziskdno sérum, ve kterém bylo nasledné¢ stanovovano mnozstvi
protilatek proti antigenim slin. Po imunizaci slinami dosSlo k tvorbé protilatek, jejichz
mnozstvi je srovnatelné s pozitivni kontrolou. Nymfy u skupiny imunizované slinami
vyvolaly nepatrné zvySeni protilatek. Imunizace BSA a aplikace nymf vyvolala také tvorbu

protilatek, kterd vSak byla niz8i nez po imunizaci slinami (Graf 9).
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Graf 9: Mnozstvi protilatek proti slindm v séru po imunizaci slinami a BSA 4 dpi. Sliny: imunizace 3 davkami
10 pg slin + infekce 5 x 10° B. burgdorferi; Sliny + nymfy: imunizace 3 davkami 10 pg slin + infekce 5 x 10°
B. burgdorferi spolené se sanim nymf; BSA + nymfy: imunizace 3 davkami 10 ug BSA + infekce 5 x 10’
B. burgdorferi spolecné¢ se sanim nymf; Negativni kontrola: negativni mysi sérum; Pozitivni kontrola:

pozitivni mysi sérum. Hodnoty jsou vyneseny jako primérna absorbance pii 490 nm a + stfedni chyba primeéru.
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5 Diskuze

5.1. Vakcinace mySi opakovanym sanim nymf L ricinus

Sani klistat stimuluje imunitni systém hostitele zahrnujici antigen-prezentujici buiiky,
T a B lymfocyty, cytokiny, homocytotropni a cirkulujici protilatky, komplement, granulocyty
a dalsi imunologicky aktivni latky (Wikel, 1999, Brossard a Wikel, 1997, 2004). Vysledkem
téchto interakci je, ze mnoho vztahti hostitel-klist¢ je charakterizovano vyvojem rezistence
proti sajicim klistatim (Brossard a Wikel, 1997). Ziskana rezistence proti klistatim se
projevuje snizenim nasati, prodlouzenou dobou sani, zabranénim premény do dalSich stadii,
snizenou produkci vajicek a mortalitou klistat (Wikel et al., 2004). Z vysledkti pokusu
imunizace opakovanym sanim vyplyva, Ze po opakovaném sani neinfikovanych nymf
L ricinus na C3H/HeN mysich nedoslo k vyvoji ziskané rezistence. V provedeném pokusu
nedoslo k ovlivnéni prezivani klistat ani k naruseni pfemény do dalSich stadii. Tyto vysledky
jsou shodné s ptedchozimi pokusy, kdy byly mysi opakované vystaveny sani klistat (Mbow
et al., 1994a, Wikel et al., 1997, Christe et al., 1998, Schoeler et al., 1999). Imunizace
opakovanym sanim nymf /. scapularis na BALB/c a C3H/HeN mysich a sani nymf / .ricinus
na BALB/c mysich nevedlo k vyvoji ziskané rezistence (Schoeler et al., 1999, Mbow et al.,
1994a). Vyvoj ziskané rezistence je ovlivnén druhem hostitele (Ribeiro, 1989). Imunita proti
klistatim byla popsana u morcat, kralikti, dobytka a nékterych druht mysi (Allen, 1982,
Brossard a Fivaz, 1982, Hewetson, 1972, den Hollander a Allen, 1985, Das et al., 1998, Wikel
et al., 1997). Naproti tomu u mysi C3H/HeN nedochéazi k vyvoji ziskané rezistence, coz
potvrzuji 1 vysledky z mého pokusu. U mysi BALB/c také nedochazi k vyvoji ziskané
rezistence proti klistatim jako takovym, piesto bylo zjisténo, ze opakované sani klistat
vyvolava rezistenci k ptenosu B. burgdorferi (Wikel et al., 1997). To pravdépodobné souvisi
s tim, Ze my$i C3H/HeN jsou citlivé k infekci B. burgdorferi zatimco BALB/c jsou rezistentni
(den Hollander a Allen, 1985, Barthold et al., 1990).

Zjisténa produkce cytokini in vitro a malé rozdily mezi nestimulovanymi
a stimulovanymi bunikami dale podporuji to, Ze nedoslo k vyvoji ziskané rezistence. V pokusu
byly pouzity buiniky z auxiliarnich uzlin, které byly stimulovany konkanavalinem (ConA),
lipopolysacharidem (LPS) a forbol-myristat-acetitem s fytohemaglutininem (PMA-+PHA).
Po stimulaci byl pozorovatelny jen maly rozdil mezi stimulovanymi a nestimulovanymi

bunikami. V produkci IL-2 byla nestimulovana skupina srovnatelna s ConA a PHA+PMA.
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U IL-10 a IFN-y se stimulace neprojevila v ptipadé¢ ConA. Klistaty vyvoland suprese imunitni
odpovédi hostitele je charakterizovana snizenou schopnosti mySich lymfocytti proliferovat
v pfitomnosti ConA a PHA (mitogenni pro T lymfocyty) (Kovaf et al., 2001, Need et al.,
1992). Snizeni proliferativni odpovédi v pfitomnost LPS (mitogen B lymfocyti) nebylo tak
patrné, predevsim u IFN-y. Podobny jev byl zaznamenan u BALB/c mysi, kdy se zvysila
reaktivita B lymfocytl po stimulaci LPS (Ganapamo et al., 1995). Neschopnost reagovat na
mitogeny T lymfocyti naznauje, ze latky pfitomné ve slindch maji na tyto bunky
imunosupresivni efekt (Hiinig et al., 1983). Mnozstvi Thl (IL-2 a IFN-y) 1 Th2 (IL-10)
cytokinl bylo po vSech tfech sanich vétsi nez u kontrolnich mysi. Byla zjisténa velmi nizka
hladina cytokinti IL-2 (<0,25 ng/ml) a IFN-y (<0,15 ng/ml), oproti IL-10 (<2 ng/ml). To
naznacuje, ze dochazi k polarizaci k Th2. Naproti tomu ale nedoslo ke snizeni IL-2 ani IFN-y
ve srovnani s kontrolou. Rozdilné vysledky byly ziskany v pokusu s opakovanym sanim
L. scapularis na BALB/c a C3H/HeN mysich, kdy IL-2 a IFN-y byly vyrazné nizsi a 1L-10
vyrazné vyss$i nez kontrolni skupina (Schoeler et al., 1999). Ve zminovaném pokusu byly
pouzity buiiky sleziny. V mém experimentu byly pouzity buiiky z regionalnich lymfatickych
uzlin, coz mize byt vysvétlenim rozdilné produkce cytokin. Podobny jev byl pozorovan
1 v dalSich pokusech, kdy byly pouzity bunky z lymfatickych uzlin (Mbow et al., 1994c,
Ganapamo et al., 1995). Za zvySeni schopnosti lymfatickych uzlin produkovat IL-2 po
opakovaném sani miize byt odpovédnd populace Thl bunck, ktera specificky reaguje
s klistécimi antigeny a infiltruje misto sani. Je pravdépodobné, ze tyto bunky produkuji IFN-y
a IL-2 (Ganapamo et al., 1995, 1996). Zvysené¢ hladiny IL-2 a IFN-y v regionalnich
lymfatickych uzlinach a dale prokédzand (Mbow et al., 1994b) silnd exprese IFN-y a IL-2
mRNA v kizi mizou korelovat s tim, ze v kiizi my$i, na nichz opakovan¢ séla klistata, byla
pozorovana piitomnost oddalené¢ho typu precitlivélosti (DTH) (Mbow et al., 1994a,b). S tim
muze pravdépodobné souviset 1 to, ze opakované sani I. ricinus na BALB/c vyvolava
Castecnou rezistenci k naslednému pienosu B. burgdorferi I. scapularis. K této rezistenci
dochazi soucasné pii absenci ziskané imunity (Wikel et al., 1997).

Pomoci kvantitativni real-time PCR bylo zjisténo, Ze se spirochety nejvice
vyskytovaly v kizi, méné pak v srdci. V moCovém méchyii borelie prokazany nebyly. V kiizi
bylo mnozstvi borelii nejvétsi po prvnim sani nymf. Od prvniho séni az ke tietimu byl trend
poctu spirochet klesajici. Toto sniZzeni by mohlo souviset s vySe uvedenym pozorovanim, zZe
opakované sani /. ricinus vyvolava ¢asteCnou rezistenci k ptenosu borelii pfi absenci ziskané
imunity (Wikel et al., 1997). Naproti tomu v mém pokusu jsem zjistila opacné vysledky

v srdci ve srovnani s ktizi. V srdci byly borelie nejvice pfitomny po druhém a v mensi mite po
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tretim sani. Tyto vysledky odpovidaji zjisténi Horké et al., kdy se SAT efekt klistécich slin
projevil snizenim mnozstvi borelii v srdci. Vysvétlenim tohoto jevu by mohla byt zvySena
exprese DbpA na povrchu spirochet, kterd by mohla snizit kolonizaci srdce (Horka et al.,
2009). Ziskani caste¢né rezistence po 2. a 3. sani by se pak projevilo paradoxné zvysenym
poctem spirochet v srdci. Piitomnost borelii v kiizi a srdci naznacuje, ze opakované sani nymf
L ricinus na C3H/HeN mysich pravdépodobné nevyvolava vyraznéjsi rezistenci k pienosu
B. burgdorferi. Tyto odlisné vysledky od prokdzané castecné rezistence k pfenosu
B. burgdorferi po opakovaném sani I. scapularis (Wikel et al., 1997) mohou souviset s tim, ze
mysi C3H/HeN a BALB/c odpovidaji razné na infekci B. burgdorferi. Mysi BALB/c jsou
vice rezistentni k vyvoji klinickych ptfiznakti nez mysi C3H/HeN, u kterych se vyviji vazna
artritida (Schoeler et al., 1999, Barthold et al., 1990). Ddle po opakovaném sani nymf
L ricinus byly zjiStény jen nizké hodnoty protilatek proti slindm, cozZ naznacuje, ze nedochézi
k vyvoji rezistence k sani nymf 1. ricinus.

V trendu produkce cytokini byly zjistény znané nepravidelnosti. Mnozstvi IL-2 bylo
po tfetim sani srovnatelné nebo vyss$i nez pii prvnim séni. U cytokinli IL-10 a IFN-y byl
zaznamenan pokles proti prvnimu séni. U vSech cytokint se vzdy liSilo druhé sani od prvniho
a tfetiho v tom, Ze u IL-2 a IL-10 doslo k poklesu, a u IFN-y naopak k narastu. Pii imunizaci
opakovanym sanim BALB/c a C3H/HeN mysi, byla podobné¢ zaznamendna variabilita
v produkci cytokinl od prvniho ke tfetimu sani (Schoeler et al., 1999). Pfic¢ina v rozdilech
trendu produkce cytokinti by mohla byt v rizné uspéSnosti sani aplikovanych nymf. Dale
mohly sani kli§tat ovlivnit sezonni vlivy (Balashov, 1972). Na intenzité produkce cytokina
béhem sani klistat se mlze projevit jejich fyziologie a variabilita spojena s biologickym
systémem (Schoeler et al., 1999). I pfes to, Ze byla zaznamenana variabilita v trendu produkce
jednotlivych cytokini béhem vSech tfech séni, celkové snizeni mnozstvi Thl a zvySeni Th2

cytokinli naznacuje polarizaci k Th2.

5.2. Vakcinace mySi slinami klist’at 1. ricinus

-----

a vazodilata¢ni latky, které usnadiuji jejich sani na hostiteli a napomahaji prenosu patogenii
(Wikel a Bergman, 1997, Francischetti et al., 2009). V regulaci imunitni odpovédi hraji
dalezitou roli cytokiny, a proto jsou u klistat vyvinuty mechanismy, které ovliviiuji jejich

produkci (Kroemer et al., 1993). Sliny klistat potlacuji produkei Thl (IL-2, IFN-y) a zvySuji
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tvorbu Th2 (IL-10) cytokint (Zeidner et al., 1997, Schoeler et al., 1999, Ferreira a Silva,
1999, Kopecky et al., 1999). Po tiech imunizacnich davkéch slin a BSA byla métena hladina
prozanétlivych Thl (IL-2, IFN-y) a protizanétlivych Th2 (IL-10) cytokinil, u nichz dochazi
k ovlivnéni pusobenim klistécich slin. VSechny cytokiny byly zvySeny oproti kontrolni
neimunizované skupiné, rozdily byly zaznamenany mezi skupinou imunizovanou slinami
a skupinou imunizovanou kontrolnim proteinem BSA. ZvySeni Thl i Th2 cytokinl proti
kontrolni neimunizované skupiné je ziejmé zpusobeno tim, Ze byly pouzity buiky
z regionalnich lymfatickych uzlin (Ganapamo et al., 1995). Po 2. imuniza¢ni davce doslo ve
skupiné BSA k tthynu 5 mysi, pravdépodobné nasledkem anafylaktického Soku, proto je
v experimentalnim schématu zahrnuta jen skupina BSA-+klistata. Nebyly zaznamenany
rozdily mezi nestimulovanymi a stimulovanymi buinikami, s vyjimkou IFN-y, kdy doslo
k vyraznému vzestupu po stimulaci LPS. Byl zaznamendn znatelny rozdil mezi
imunizovanymi skupinami a kontrolou po stimulaci LPS. Podobny nariist byl zjistén u
BALB/c mysi, kdy se zvySila reaktivita B lymfocyti po stimulaci LPS ve srovnani
s kontrolou (Ganapamo et al., 1995). Neschopnost lymfocytli proliferovat v pfitomnosti
mitogenti byla ziejm¢e zpusobena vlivem slin klist'at (Kovar et al., 2001, Need et al., 1992). Po
treti imunizacni dévce slin byla zjiSténa jen CasteCna polarizace k Th2 cytokinim. Byla
naméiena vyssi hladina IL-10 (<2 ng/ml) i IFN-y (<1,6 ng/ml) nez IL-2 (<0,25 ng/ml). Po
imunizaci slinami doslo ke snizeni IL-2 ve srovnani se skupinou imunizovanou BSA+nymfy.
Podobné jako v pokusu imunizace opakovanym sanim, by za zvySeni mnozstvi IL-2 a IFN-y
ve srovnani s kontrolou mohla byt odpovédnd populace Thl lymfocyti, kterda specificky
reaguje s klistécimi antigeny a infiltruje misto sani (Ganapamo et al., 1995, 1996). Piima role
IL-2 v specifické proti-klistéci imunité neni zatim zcela jasnd, ackoliv u kralikt, kterym byl
podavan lidsky rekombinantni IL-2, se zvySila schopnost vyvoje ziskané rezistence proti
L ricinus (Schorderet a Brossard, 1994). Latky pfitomné ve slinach moduluji produkci
cytokini hostitelem a zplsobuji polarizaci k Th2 cytokinim (Kopecky et al. 1999, Schoeler
et al., 1999). T lymfocyty jsou dilezitymi regulatorovymi a efektorovymi bunikami v imunitni
odpovédi hostitele proti klistéti. Suprese Thl a zvySeni Th2 cytokinli béhem sani klist'at miize
ovlivnit vyvoj ziskané rezistence u hostitele (Wikel et al., 1996b). Zjisténé mnozstvi 1L-2
proto piispiva k tomu, ze pravdépodobné nedoslo k vyvoji rezistence ke slinam. Naproti tomu
byl vsak zjistén statisticky vyznamny pokles IL-10 po imunizaci slinami+nymfy proti skupiné
imunizované BSA-+nymfy. ZvySené mnozstvi Th2 cytokinu IL-10 mlze pfispivat k supresi
diferenciace a rastu Thl subpopulace lymfocytii (O’Farrell et al., 1998, O’Garra, 1998). U

IFN-y je patrné zvySeni skupiny imunizované slinami proti skupiné imunizované
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BSA+nymfy. ZvySeni IFN-y a sniZzeni IL-10 by mohlo naznacovat, Ze doslo k vyvoji urcité
imunity proti slinam. IL-10 spolecné sIL-4 inhibuji aktivaci makrofagii a produkci
prozanétlivych cytokinli a chemokinl. Bylo prokazéano, ze IL-10 pfimo reguluje proliferaci
makrofagii (O’Farrell et al., 1998, O’Garra, 1998). Navic IL-10 snizuje makrofagy
regulovanou prozanétlivou odpovéd’ a jejich schopnost prezentovat antigen T lymfocytim.
Vysoka hladina IL-10 mutze ovlivnit Langerhansovy buiky, které jsou dilezité pro vyvoj
ziskané rezistence proti sani klistat (Nithiuthai a Allen, 1985). SniZeni mnozstvi IL-10 po
imunizaci slinami zfejm¢ mohlo mit vliv na zvySeni IFN-y. IFN-y je aktivator makrofagt
a zvysuje jejich antimikrobialni aktivitu tim, ze indukuje produkci NO. Vzhledem k tomu, ze
antigen-prezentujici buniky, jako makrofagy a dendritické builky, reaguji s B. burgdorferi,
jejich snizeni je klicové v pocateCnim rozsifeni spirochet (Green a Nacy, 1994, Filgueira
et al., 1996, Peterson et al., 1984, Zeidner et al., 1997). V mé praci bylo pozorovano zvyseni
produkce IFN-y a tim mohlo dojit k zvySeni aktivace makrofagt (Wikel et al., 1996a). IFN-y
je klicovy stimuldtor migrace lymfocyti do kiize a hlavni mediator pfesunu lymfocyti do
mista DTH (Issekutz et al., 1988). Jak diive prokazala Mbow et al., DTH reakce v kiizi mtze
souviset s rezistenci k ptenosu B. burgdorferi (Mbow et al., 1994a,b).

Zvyseni IFN-y a sniZzeni IL-10 po imunizaci slinami tedy mohlo mit vliv na rozSiteni
spirochet ve vySetfovanych organech tj. kizi, srdci a mo¢ovém mechyii. Piitomnost borelii
nebyla zaznamenana v srdci. V mocovém méchyii byly borelie pfitomné v malém mnozstvi u
skupin imunizovanych slinami i BSA. Podstatny rozdil byl zaznamendn v piitomnosti
spirochet v kiizi. Po imunizaci slinami bylo v kiizi pfitomno vyrazné¢ mén¢ spirochet nez ve
skupin¢ imunizované BSA-klistata, toto sniZzeni je statisticky signifikantni. Srovnanim
skupin imunizovanych BSA a slinami, na nichz saly nymfy (za 14 dni od posledni davky slin)
Lricinus, je u BSA znatelny vliv SAT efektu po sani nymf, zatimco u skupiny imunizované
slinami je SAT efekt znatelné potlaCen. Imunizace slinami zifejm¢ méla vliv na mnoZeni
borelii, coz naznacuji nizké hodnoty po imunizaci slinami a vysoké po imunizaci BSA.
Naproti tomu k potlaceni SAT efektu, prokazaného v kiizi, nedoslo v produkei cytokind. Bylo
prokdzéano, Ze skupina imunizovana slinami po aplikaci nymf vzdy vykazovala u Thl
cytokinl niz§i hodnoty nez skupina bez nymf. U IL-10 byl pribéh opacny, kdy ptitomnost
nymf zpiisobovala zvySeni mnozstvi IL-10. Tyto vysledky naznacuji, Ze imunizace slinami
neovlivnila SAT efekt v produkci cytokinti. SAT efekt spociva v tom, ze imunomodulacni
latky ve slinach blokuji imunitni odpovéd’ hostitele a tim umoziuji pfenos a mnoZzeni
patogenti. Molekuly tucastnici se SAT maji rizné protizanétlivé, imunomodulacni

a antihemostatické u¢inky (Nuttal a Labuda, 2004, Pechova et al., 2002, Severinova et al.,
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2005, Kuthejlova et al., 2001, Horké et al., 2008). Pokles IL-2 a IFN-y a zvySeni IL-10 po
sani nymf Lricinus na mySich imunizovanych slinami potvrzuje SAT efekt.

Imunizace slinami mé¢la vliv na produkci protilatek proti slinam. U skupin
imunizovanych slinami byl zaznamenéan nartst protilatek srovnatelny s pozitivni kontrolou.
Bylo prokazano, ze u C3H/HeN 1 BALB/c nedochazi k vyvoji rezistence k opakovanému sani
klistat a imunitni odpovédi je polarizovana k Th2 cytokinim (Wikel et al., 1997, Schoeler
et al., 1999, Mbow 1994a,b). Pii opakovaném sani ale klist’ata saji n¢kolik dni a sliny jsou do
mysi vpravovany postupné a v mensi dadvce (Schoeler et al., 1999). Naproti tomu v mém
pokusu imunizace slinami byla pouzita jednordzova velkd davka slin (10 pg) spolecné
s Freundovym adjuvans. To by mohlo byt moznym vysvétlenim zvySeni mnozstvi IFN-y
a pokles IL-10 a zvySeni mnozstvi protilatek u skupin imunizovanych slinami, kdy mohly byt
castecné potlaceny ucinky slin vlivem imunizace. Dale, v disledku imunizace, mohlo dojit
k snizeni mnozstvi borelii v kizi. Imunizace slinami se pravdépodobné projevila i na SAT
efektu slin, ktery byl po imunizaci slinami v kiizi potlacen. Ackoliv byla navrZena tada
kandidati na SAT faktor, doposud byl identifikovan jako SAT faktor pouze jediny protein
klistécich slin Salp 15, ktery usnadiuje infekci hostitele boreliemi (Ramamoorthi et al., 2005,
Hovius et al., 2007, 2008c). Podobn¢ jako Salp15 se mohl uplatnit sialostatin L2, ktery je
dalsim kandidatem na SAT faktor. Sialostatin L2 vykazuje protizanétlivou funkci a inhibuje
proliferaci cytotoxickych T lymfocyti (Kotsyfakis et al., 2006). Je mozné, ze tyto proteiny se
mohly uplatnit v imunizaci slinami a mohly ovlivnit mnozstvi spirochet v ktzi.

Vakcinace slinami muze u hostitele vyvolat imunitni odpovéd, ktera neutralizuje
klistéci imunosupresivni molekuly a tim se muze zvysit rezistence k infekci B. burgdorferi
(Wikel et al., 1997). I pfesto vSak imunizace nevedla k uplnému potlaceni B. burgdorferi,
vzhledem k jejich vyskytu v kizi 1 mocovém meéchyii. Polarizace cytokina k Thl se projevila
jen casteCné. Vysvétlenim mitize byt to, ze druh mysi C3H/HeN je citlivy k infekci

B. burgdorferi (Barthold et al., 1990).
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6 Zavér

* Imunizace opakovanym sanim nymf /. ricinus na C3H/HeN mysSich nevedla k vyvoji
ziskané rezistence. V provedeném pokusu nedoslo k ovlivnéni ptezivani klistat ani

k naruSeni ptemény do dalSich stadii.

» Nepfitomnost ziskané rezistence po imunizaci opakovanym sadnim potvrzuje nizka
hladina IL-2 a IFN-y cytokinti a vysoké IL-10 cytokinu, dale pak malé rozdily mezi

nestimulovanymi a stimulovanymi bunkami.

* Pfitomnost borelii vkizi a srdci a nizké hodnoty protildtek v séru naznacuji, Ze
opakované sani nymf I ricinus na C3H/HeN mysSich pravdépodobné nevyvolava

vyrazn&j$i rezistenci k prenosu B. burgdorferi.

= Vtrendu produkce jednotlivych cytokinli byla zaznamendna variabilita béhem vSech

tfech sani, celkova troven Thl a Th2 cytokinti v§ak naznacuje polarizaci k Th2.

= U obou provedenych pokust, bylo zjiSténo, ze nedochdzi k sniZzeni produkce cytokinii

buitkami auxiliarnich uzlin pod uroven kontrolni neimunizované skupiny.

* Imunizace slinami vedla jen k ¢astecné polarizaci k Th2 cytokintim. Byla naméiena
vys$$i hladina IL-10 i IFN-y nez IL-2. ZvySeni IFN-y a sniZeni IL-10 oproti skupiné
imunizované BSA+nymfy by mohlo naznacovat, Ze doslo k vyvoji ur¢ité imunity proti

slinam.
* Imunizace slinami se pravdépodobné projevila na SAT efektu slin, ktery byl po
imunizaci slinami v kizi vyrazné potla¢en. Po imunizaci slinami bylo v kizi pfitomno

vyrazn€ mén¢ spirochet nez ve skupin¢ imunizované BSA+nymfy.

= Imunizace slinami vedla k produkci protilatek proti slinam. U skupin imunizovanych

slinami byl zaznamenan narust protilatek srovnatelny s pozitivni kontrolou.
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8 Seznam zkratek

ADP
AMP
ATP

AV CR
BALB/c
Bgp

BIP
Bm86
bmpD
BptA
BSA
BSK-H
cAMP
CB33
CCL

CD
C3H/HeN
ConA
CRASP 1-5
CXCL
Cs5, C3,C3b
DbpA aB
DNA

dpi

DTH
ELISA

cppa

FHL-1
FlaA, B

Adenosindifosfat

Adenosinmonofofat

Adenosintrifosfat

Akademie véd Ceské republiky

Oznaceni kmene mysi

Borrelia glucosaminoglycans binding protein

B cell inhibitory protein

Boophilus microplus 86

Basic membrane protein D

Borrelial persistence in ticks-gene

Bovine serum albumin (hovézi sérovy albumin)
Barbour-Stoenner-Kelly-H médium

Cyklicky adenosinmonofosfat

Oznaceni kmene B. burgdorferi sensu stricto

Chemokine (C-C motif) ligand

Cluster of diferentiation, oznaceni povrchovych znak
Oznaceni kmene mysi

Konkanavalin A

Complement regulator acquiring suface proteins 1-5
Chemokine (C-X-C motif) ligand

Slozky komplementu

Decorin binding protein A and B (proteiny A a B vézajici dekorin)
Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

Dny po infekci

Delayed type hypersensitivity (piecitlivélost opozdéného typu)
Enzyme-linked immunosorbent assay, serologickd metoda
Exported plasmid protein A

OspE/F-related proteins (proteiny vnéj§i bunécné membrany
homologni k OspE a OspF)

factor H-like protein 1

Flagelin A, B, bi¢ikovy protein
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FliD
Fn-BA
FXa
HBP
HGA

HLA DR2,4

IFN
IgG,IgE
IGBP

IL

IL-2BP
IRACL II

IRIS

Isac

kDa
LPS
MIF
NF-xB
NK
OmCI
OPD
OspA-F
PAU
PBS

PCR
PGE,
PGI,
PHA
PMA

Flagellin D

Fibronectin-binding protein A (protein A vazajici fibronektin)
Faktor Xa

Histamine-binding protein (protein vazajici histamin)

Human granulocytic anaplasmosis (lidskd granulomatozni
anaplasmoza)

Human leukocyte antigens DR2,4 (lidské leukocytdrni antigeny
DR2,4)

Interferon

Imunoglobulin G, E

Immunoglobulin-binding protein (protein vazajici IgG)

Interleukin

Interleukin 2 binding protein (protein vazajici IL-2)

Ixodes ricinus anti-complement proteins I, II (anti-komplementové
proteiny /. ricinus 1,IT)

Ixodes ricinus immunosuppressant

Ixodes scapularis anti-complement protein (antikomplementovy
protein 1. scapularis)

Kilodalton, jednotka velikosti proteinu

Lipopolisacharid

Macrophage migration inhibitory factor

Nuclear factor-kappaB

Natural killer (pfirozeny zabijec)

Ornithodoros moubata complement inibitor

O-phenyldiamin dihydrochlorid

Outer surface protein A-F (proteiny vnéj$i bunééné membrany A-F)
Parazitologicky ustav

Phosphate-buffered saline (fosfaitem pufrovany fyziologicky
roztok)

Polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
Prostaglandin E2

Prostacyklin 12

Fytohemaglutinin

Forbol-myristat-acetat
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RNA Ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

Salp Salivary protein (protein slinnych zlaz)

SAT Saliva-activated transmission (slinami aktivovany pfenos)

SGE Salivary gland extract (extrakt ze slinnych zl4z)

TAI Tick adhesion inhibitor (klistéci protein branici adhezi desticek ke
kolagenu)

TAP Tick anticoagulant peptide (klistéci antikoagulacni peptid)

TBE Tick-borne encephalitis (klistova encefalitida)

TF Tkanovy faktor

Thl Oznaceni imunitni odpovédi pomocnych lymfocytl typu 1

Th2 Oznaceni imunitni odpovédi pomocnych lymfocytl typu 2

TLR Toll-like receptor (receptor podobny genu Toll)

TNF-a Tumor necrosis factor alfa (tumory nekrotizujici faktor alfa)

TROSPA Tick receptor for OspA (Klistéci receptor pro OspA)

64-TRP Tick recombinant protein 64

VISE Vmp-like sequence, expressed (protein vnéj$i bunééné membrany)
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