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1. UVOD

1.1. KLISTE

Klistata jsou obligatni, krev sajici ektoparazité, kteti jsou rozsireni téméft po celém sveté
a parazituji na velmi Sirokém spektru hostitelii zahrnujicim savce, ptaky, plazy a v né¢kolika
pripadech i1 obojzivelniky. Zaroven se jednd o prenaSece velkého mnozstvi patogent (po
komarech jsou druhymi nejcastéjS§imi pienaseci lidskych patogent). Co se variability
prenasenych patogenti tyce, jsou klistata na prvnim misté (Sonenshine, 1991).

V soucasné dobé jsou klistata taxonomicky fazena do kmene ¢lenovci (Arthropoda),
ttidy pavoukovci (Arachnida), podtfidy rozto€i (Acari), nadiddu Parasitiformes, fadu Ixodida
a do nadceled¢ Ixodoidea (Krantz & Walter, 2009), ktera se dale d€li na 3 zakladni celedi:
Ixodidae (692 druhti), Argasidae (186 druhi) a Nuttallielidae (1 druh). Klistata z Celedi
Ixodidae (zahrnujici 12 rodd) jsou zndma pod ndzvem ,tvrda®“, coz je odvozeno od
charakteristického znaku této skupiny, kterym je sklerotizovany hibetni Stitek (scutum)
pokryvajici horni Cast téla. Naopak klistata z Celedi Argasidae (s 6 rody) jsou nazyvana
,,mEkka* podle jejich ohebné koZovité kutikuly s absenci hibetniho Stitku. Ixodidae se dale
déli do dvou skupin, na Prostriata s jedinym rodem Ixodes a na Metastriata se zbyvajicimi 11
rody. Celed Nuttallielidae zahrnuje pouze jediny druh Nuttalliela namaqua, ktery mé znaky
jak ,tvrdych* tak 1 ,,mékkych* klistat a navic nékteré znaky typické pouze pro tento druh
(Nava et al., 2009).

»lvrda®“a ,,meékka“ klist'ata se ovSem nelisi pouze vzhledem a stavbou, ale i strategii pii
ziskavani potravy. Klistata z Celedi Agrasidae setrvavaji na svém hostiteli pfichycena
celkem kratce. Dokonceni procesu sani krve jim zabere nanejvy$ nc€kolik hodin a v
nekterych pripadech pouze nékolik minut, piicemz zveétsi svoji télesnou hmotnost Skrat az
10krat. Naopak klistata z Celedi Ixodidae zlstavaji na hostiteli pevné pfichycena po dobu
nékolika dni az tydnu, nez dokon¢i sani. Pevnému ptichyceni napoméha tvorba tzv. cementu
¢i tmelu, ktery je vyluCovan slinnymi zldzami a upeviiuje saci ustroji v rané. Hmotnost
klistat po nasyceni se mize zvysit az 100krat (Sonenshine, 1991; Sauer et al., 1995).

Poskozeni kuze hostitele pii priniku saciho aparatu klistéte a jeho fixovani v rané by
mélo za béZnych okolnosti vyvolat silnou hemostatickou, zanétlivou a imunitni odpovéd,
kterd by klistéti za normalnich okolnosti znemoznila dlouhodobé sani. KliSt'ata si proto
musela béhem koevoluce se svym hostitelem vyvinout fadu mechanismi, jak se ucinné

chranit pfed odmitavou odpovédi ze stran hostitele (Wikel, 1996). Tato ochrana je



zajiStovana pomoci bioaktivnich molekul obsazenych v klistécich slindch, které jsou béhem

sani vylucovany do rany.

1.2. KLISTECI SLINY

1.2.1. SLINNE ZLAZY

Sliny klistat jsou produkovany ve specializovaném parovém organu - ve slinnych
zlazach. Slinné 7l14zy se nachéazeji v anterolateralni oblasti télni dutiny klistat a jsou tvofeny
velkym mnozstvim lalic¢kt (alveoll), které jsou pospojované slinnymi vyvody. Pomoci
téchto vyvodi jsou vzniklé sliny odvadény do salivaria, které se nachdzi mezi chelicerami a
hypostomem. Odtud jsou sliny sekretovany do rany v kizi hostitele (Kemp & Tatchell,
1971; Sauer et al., 1995). Lalicky tvofici slinné Zlazy mohou byt dvou zédkladnich typt —
agranularni (typ I) a granularni (zahrnujici typy II, III, IV). Jednotlivé typy jsou tvofeny
riznymi druhy bun¢k, které sekretuji odlisné bioaktivni latky (Sauer et al., 2000; Bowman &
Sauer, 2004; Bowman et al., 2008).

V pribehu sani zvetsuji slinné zlazy sviij objem az 25krat a dochazi rovnéz ke zméné ve
sloZzeni vyluCovaného sekretu (napt. vyrazné stoupd syntéza nékterych proteini a lipidir)
(McSwain et al., 1982; Shipley et al., 1993). Po odpadnuti klistéte z hostitele dochazi
k opétovné degeneraci slinnych zlaz procesem apoptdzy. Vyvin, degenerace a mnozstvi
sekretu slinnych 714z jsou fizeny neuro-hormonalné (Kaufman, 1991; Bowman et al., 2008).

Slinné zlazy plni kromé vyse popsanych funkci 1 funkci osmoregulacni. B€hem sani
umoziuji klistéti koncentrovat ziviny z nasaté krve a to takovym zptsobem, ze piebytecnou
vodu spolu s ionty vylucuji formou slin zpét do hostitele (Tatchell, 1967; Kaufman &
Phillips, 1973).

1.2.2. SLOZEN] SLIN

Jak jiz bylo vySe uvedeno, v pribéhu sani klistéte dochazi ve slinnych Zlazach k syntéze
a nasledné sekreci mnoha bioaktivnich latek zahrnujicich i ty, které maji za ukol tlumit
obranné mechanismy hostitele. Jedna se o latky zamezujici srdZzeni krve a agregaci krevnich
desticek, dale vazodilata¢ni a imunomodula¢ni latky a rovnéZ protizdnétlivé latky tlumici
svédéni a bolest. SloZeni slin a konkrétni i¢inek dodnes identifikovanych latek shrnuje fada
praci (napf. Anderson & Valenzuela, 2008; Francischetti et al., 2009; Kazimirova &
Stibraniova, 2013; Wikel, 2013).



Latky tlumici svedeni a bolest

Jako prvni jsou do rany hostitele uvolilovany latky, jejichz cilem je co nejvice snizit
riziko, ze hostitel zaregistruje ptisati a nasledné sani klistéte. Sliny n€kterych druht klistat
obsahuji kininazy (Ribeiro & Mather, 1998) a histamin vazajici lipokaliny (Paesen et al.,
2000). Tyto latky jsou schopné tlumit bolest a svédéni, které vznikaji béhem stimulace

konkrétniho typu receptorti po uvolnéni histaminu a bradykininu z poSkozené tkané hostitele
(Schmelz, 2010).

Antihemostatické faktory

Modulace hemostatickych mechanismti hostitele je pro klistata zakladnim
pfedpokladem pro Uspé€Sné sani. K inhibici hemostizy dochdzi prostfednictvim latek
s vazodilatatnim ucinkem, déale pomoci latek branici agregaci krevnich desticek a
prostiednictvim molekul inhibujicich koagula¢ni kaskadu (Mans, 2010; Kazimirova &
Stibréaniova, 2013).

Vazodilataéni latky zahrnuji derivaty lipidi jako jsou prostaglandin a prostacyclin
(Riberio et al.,, 1988, 1992) a dale histamin uvoliujici faktor (tHFR) z klistéte Ixodes
scapularis (Dai et al., 2010) a serin-proteazovy inhibitor (serpin) z klistéte Ixodes ricinus
(Chmelaf et al., 2011).

Latky ze slin inhibujici koagula¢ni kaskadu jsou nejCastéji zamifeny na faktor Xa
(Tbrahim et al., 2001; Francischetti et al., 2002; Narasimhan et al., 2002). Dale dochazi k
inhibici klicového enzymu v procesu hemostazy - trombinu (Koh & Kini, 2009). Byla
pozorovana také inhibice kontaktni faze, tj. kontakt receptori desticek s obnazenym
subendotelialnim kolagenem (Decrem et al., 2009).

Spravna funkce krevnich desticek je naruSovana rlznymi zptlisoby, které zahrnuji
hydrolyzu ADP a ATP (ADP uvolnéné z poSkozenych bunck a aktivovanych desticek
indukuje za normdlnich okolnosti agregaci krevnich desti¢ek), znemoZznéni aktivace
receptort krevnich desticek (integrinll), coZ mé za nasledek neschopnost desti¢ek agregovat.

Tyto a dal$i moznosti inhibice krevnich desti¢ek podrobné shrnul ve své praci Francischetti

(2010).

Imunomodulacni latky
Klistéci sliny popt. extrakt ze slinnych zlaz (SGE) obsahuji latky majici vliv jak na

ptirozenou (nespecifickou), tak i ziskanou (specifickou) imunitu hostitele.



Prvni obrannou linii pfirozené imunity pfi zranéni ¢i infekci pfedstavuji neutrofily. Sliny
z |. scapularis inhibuji schopnost fagocytozy a zabijeni u neutrofild (Ribeiro et al., 1990).
Lipokalin ze slin I. ricinus snizuje aktivaci a chemotaxi neutrofili (Beaufays et al., 2008) a
mnoho druht klist'at syntetizuje ve svych zlazach inhibitory interleukinu-8 (chemoatraktant
pro neutrofily) i jinych chemokini (Hajnickd et al.,, 2001; Vancova et al., 2010). Tyto
proteiny vyznacujici se schopnosti vazat chemokiny jsou souhrnné ozna¢ovany jako evasiny
(Frauenschuh et al., 2007; Déruaz et al., 2008).

Byl prokazan ucinek SGE z klistat Dermacentor reticulatus, Amblyomma variegatum,
Haemaphysalis inermis a I. ricinus na aktivitu NK bun¢k (Kube$ et al., 1994, 2002;
Kopecky & Kuthejlova, 1998).

Plsobenim slin ¢i SGE mnoha druhti tvrdych klistat (I. scapularis, 1. ricinus, 1.
hexagonus, |. uriae) dochazi k inhibici aktivace alternativni cesty komplementu (Ribeiro,
1987; Lawrie et al., 1999) a u¢inkem SGE z klistéte Ornithodoros moubata dochazi
k modulaci nejen alternativni, ale i klasické cesty aktivace komplementu (Nunn et al., 2005).

Klistéci sliny maji vliv také na dendritické bunky. Mohou naptiklad inhibovat jejich
diferenciaci a maturaci (Cavassani et al., 2005; Skallova et al., 2008), sniZzovat expresi
receptort pro chemokiny na povrchu dendritickych bun¢k a znesnadnovat tim jejich migraci
(Oliveira et al., 2008) nebo mohou snizovat schopnost dendritickych bunék prezentovat
antigeny (Skallova et al., 2008). Molekuly obsazené ve slinach také redukuji schopnost
dendritickych bunék vylucovat nékteré cytokiny (IFN-o, INF-y, IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a),
které hraji dulezitou roli pfi aktivaci a diferenciaci T-lymfocytd (Sa-Nunes et al., 2007;
Preston et al., 2013).

Ve slinach mnoha druhii klistat byly nalezeny latky potlacujici proliferaci T 1 B
lymfocyth a také latky se schopnosti ménit skladbu cytokini produkovanych T lymfocyty.
Vlivem slin dochazi napiiklad k potlaceni prozanétlivych Thl cytokini (IL-2 a INF-y) a
naopak je zvySena produkce Th2 cytokinu (IL-4 a IL-10) (Ferreira & Silva, 1999; Schoeler
et al., 1999). Ze slin ruznych klistat bylo izolovano a identifikovano mnoZstvi proteinti
inhibujicich T lymfocyty. Jedna se napi. o protein Iris izolovany ze slinnych zlaz I. ricinus,
ktery potlacuje proliferaci T lymfocytd (Leboulle et al., 2002), ze slin |. scapularis lze
jmenovat napt. Salpl5 (Anguita et al., 2002) a IL-2 vazajici protein (Gillespie et al., 2001).

Vyznamnou skupinu proteinli s imunosupresnim a protizanétlivym ucinkem tvofi
inhibitory cysteinovych proteaz - cystatiny. Cystatinl je velké mnoZstvi a byly nalezeny ve

slinach mnoha klistécich druhti (Schwarz et al., 2012). Patii mezi né napf. sialostatin L a



sialostatin L2 izolované ze slin |. scapularis (Kotsyfakis et al., 2006; 2007). Sialostatin L ma
protizanétlivé u¢inky a inhibuje proliferaci cytotoxickych T lymfocytid a LPS indukovanou
maturaci dendritickych bunék (Kotsyfakis et al., 2006). Naopak sialostatin L2 nema
modula¢ni uc¢inek na antigen prezentujici bunky, ale je dulezity pro uspésné sani klistéte
(Kotsyfakis et al., 2007).

Molekuly s antihemostatickym a imunomodula¢nim u¢inkem identifikované ve slinach
klistéte 1. ricinus (jehoz sliny byly pouzity v experimentalni ¢asti prace) shrnuje nasledujici

tabulka (Tab. I).

Tab. I: Proteiny ze slin klistéte obecného (Ixodes ricinus).

typ molekuly nazev funkce citace

inhibitory agregace

Krevnich desticek IRS-2 inhibice trombinu, katepsinu G a chymazy Chmelaf et al., 2011

inhibice vnitini drahy koagulacni kaskady a

fibrinolyzy Decrem et al., 2009

antikoagulanty Ir-CPI

inhibitory

IRAC I, 1l inhibice komplementu Daix et al., 2007
komplementu

inhibice proliferace T lymfocyt, modulace

imunomodulatory Iris produkce cytokinit Leboulle et al., 2002
BIP inhibice proliferace B lymfocyta Hannier et al., 2004
Ir-LBP inhibice neutrofila Beaufays et al., 2008
IRS-2 inhibice diferenciace Th17 lymfocytt Palenikova et al., 2015
1.2.3. SAT

Imunomodulacni efekt klistécich slin nezajiStuje pouze uspéSné sani. Oslabenim
obrannych mechanismu hostitele se vytvaii unikatni prostiedi, které poskytuje prilezitost pro
pfenos patogeni mezi jejich vektorem a hostitelem a umoziluje ndslednou proliferaci
patogentl.

Tento zpisob pienosu, tzv. slinami aktivovany pienos (saliva-activated transmission),
kratce SAT efekt, byl poprvé popsan u ptenosu Thogoto viru (Jones et al., 1989). Jako ptimy
dilkkaz SAT efektu poslouZil experiment, ve kterém byl porovnavan pocet nymf, jez se
nakazily Thogoto virem béhem sani na morcatech. Morc¢atliim byl do mista, kde nymfy sély,

vpichnut Thogoto virus - bud’ samotny, nebo spolu s SGE =z klistéte Rhipicephalus



appendiculatus. Pritomnost SGE zpuUsobila, ze pocet nakazenych nymf z morcete
s inokulovanou kombinaci viru a SGE byl v porovnani s inokulaci samotného viru desetkrat
vyssi (Jones et al., 1989, 1990). Pii urceni konkrétnich bioaktivnich molekuly z klistécich
slin, které se podileji na SAT efektu, se nabizi fada kandidatd, mezi néz patii napf. histamin
véazajici proteiny (histacaliny), imunoglobulin vazajici proteiny, inhibitory cytokinii a
molekuly modulujici ¢innost leukocytii (Nuttall & Labuda, 2004). Mezi prvni popsané¢ SAT
faktory patii proteiny Salpl5 (Ramamoorthi et al., 2005) a sialostatin L2 z klistéte Ixodes
scapularis (Kotsyfakis et al., 2010). Je pravdépodobné, Ze jednotlivé SAT faktory jsou u
riznych druhti vektora a patogenti odliSné a jsou nejspis zavislé i na druhu hostitele (Nuttall
& Labuda, 2004).

Od popsani SAT efektu u Thogoto viru byl tento zplisob pfenosu prokazan i u fady
dalsich patogenti a jejich pfenasecii a to nejen u klist’at, ale i u jinych krev sajicich ¢lenovcu.
Jmenovat Ize napft. pienos spirochet Borrelia burgdorferi u klistéte 1. scapularis (Zeidner et
al., 2002) nebo prokazani SAT efektu pii pienosu viru klistové encefalitidy u klistéte |.
ricinus (Labuda et al., 1993a).

1.3. VIRUS KLISTOVE ENCEFALITIDY

Virus klistové encefalitidy (VKE) se fadi mezi arboviry, coz je heterogenni skupina
virt, jejichz spoleénym znakem je zpusob pifenosu, ktery je zprostiedkovavan
prostiednictvim krev sajicich ¢lenovci. Vektorem pro VKE jsou klistata z ¢eledi Ixodidae
(pfedevsim I. ricinus a I. persulcatus), ze kterych je virus pienasen na cilové sav¢i hostitele
(Gritsun et al., 2003). VKE je pivodcem klistové encefalitidy, zdvazného onemocnéni
napadajiciho nervovou soustavu, kterého jsou u lidi rocné zaznamenany tisice piipadii napiic
celou Evropou a Asii (Mansfield et al., 2009).

Taxonomicky se VKE fadi do rodu Flavivirus (¢eled” Flaviviridae), jez zahrnuje cca 70
riznych druhd virt, z nichz velkou ¢ast tvofi arboviry zplsobujici vyznamna lidska
onemocnéni, jako jsou napf. virus dengue, virus japonské encefalitidy, virus zapadniho Nilu
¢i virus zluté zimnice (Kuno et al., 1998). Flaviviry se déli do nékolika podskupin, pficemz
VKE se tadi do skupiny virli pfenaSenych klistaty, které jsou si navzajem geneticky ¢i
antigenné piibuzné a souhrnné se nazyvaji viry komplexu klistovych encefalitid (Calisher,
1988). Patii mezi né napt. virus omské hemoragické horecky, virus Louping-ill, virus

Langat, virus horecky kjasanurského lesa ¢i virus Powassan (Grard et al., 2007).



Na zakladé serologické a sekvencni analyzy lze rozlisit téi zakladni subtypy VKE —
evropsky, sibifsky a dalnévychodni (Ecker et al., 1999). Evropsky subtyp je pfenasen
klistétem I. ricinus a je rozsifen na vétsin€ izemi Evropy. Zbylé dva subtypy vyuzivaji jako
vektor predevsim klisté 1. persulcatus a objevuji se na tzemi Sibife, Finska, Baltskych statt
(sibifsky subtyp) a ve stfedni a vychodni &asti Asie véetné Ciny a Japonska (dalnévychodni

subtyp) (Stiss, 2011).

Struktura virionu

Flaviviry jsou malé, obalené viry se sférickou strukturou, v priméru o velikosti 40-60
nm (Lindenbach & Rice, 2003). Jejich genom je tvofen jednovlaknovou RNA pozitivni
polarity o velikosti pfiblizné 11-12 kb a vyznacuje se pfitomnosti pouze jediného otevieného
Cteciho ramce (ORF — open reading frame). Na obou koncich ¢teciho ramce jsou
netranslatované oblasti (UTR - untranslated region). 5‘UTR je zakon¢ena Cepickou, ktera je
dulezita pro stabilitu a translaci mMRNA. 3’UTR naopak neni zakoncena poly(A) koncem, jak
je tomu u bunééné mRNA (Wengler et al., 1978). Genom koduje pouze tii strukturni
proteiny — kapsidovy protein C, membranovy protein M (tvoien z prekurzoru prM) a
glykoprotein E tvofici obal. Kromé zminénych strukturnich proteina je dale kodovano sedm

nestrukturnich — NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5 (Chambers et al., 1990).

Prenos viru

K ptenosu VKE na jeho vektorového hostitele (tj. klisté) dochazi nejcastéji béhem sani
klistéte na nakaZzeném sav¢im hostiteli. Po nasati infikované krve se virus dostane do stfeva
klistéte, kde dojde k jeho pomnozeni v bunkach stievni stény. Nasleduje infekce bunck
slinnych zldz a uvolnéni viru do klistécich slin, prostiednictvim kterych mutze byt virus
pfenesen na dal$iho hostitele, na kterém bude nakazené klisté sat (Nuttal et al., 1994).
Dilezitou roli pfitom hraje doba, po kterou je klisté¢ na hostiteli ptisato, nebot’ mnozstvi
virovych castic ve slindch se v pribchu sani mize zvysit az stokrat, ¢imz znacné vzrlsta
pravdépodobnost pirenosu viru (Alekseev & Chunikhin, 1989). Mize dochazet také
k pfimému pienosu z infikovaného klistéte na jiné neinfikované klisté béhem tzv. sousani
(co-feeding), kdy infikované a neinfikované klisté saji v tésné blizkosti na témze hostiteli
(Labuda et al., 1993b). K pienosu VKE piitom dochazi i v ptipadé, Zze neni u hostitele
pozorovana detekovatelnd virémie. Diky tomu hraje tento zplsob pienosu klicovou roli pti

siteni VKE a jeho pfezivani v piirodé (Labuda et al., 1993c). V piipad¢, ze se klisté nakazi



VKE, zustava infekéni po celou dobu jeho Zivotniho cyklu, nebot' je uskutecnovan
transstadialni pfenos z jednoho vyvojového stadia na druhé. Navic muze dochazet i
k transovarialnimu pienosu z ovarii infek¢éni samice na nakladena vajicka (Gritsun et al.,
2003).

Pii cirkulaci VKE v ptirod¢ hraji dtlezitou roli pfedevsim drobni hlodavci, kteti slouzi
jako vyznamny rezervoar viru (Siiss, 2003). Jini klistéci hostitelé, jako jsou napft. vétsi savci
(jeleni, kozy, kravy, ovce aj.) ¢i ptaci, nemaji pii prenosu viru velky vyznam, nebot’ U nich
po nakaze virem nevznika dostatecné velké virémie, kterd je dulezitd pro dalsi prenos VKE
(Stiss, 2003). Vétsi savci a ptaci vsak mohou hrat roli pfi pfenosu infikovanych klistat do

novych oblasti, ¢imZ napomahaji rozsifovani arealu vyskytu VKE (Jaenson et al., 1994).

Klinicke priznaky a priibéh onemocnéni

VétSina pripadit ndkazy VKE vznika po pfisati infikovaného klistéte, ale jsou zndmé 1
piipady, kdy doslo k ndkaze po konzumaci infek¢niho nepasterizovaného mléka, predev§im
koziho (Siiss, 2011). Po infekci VKE dochazi nejprve k jeho pomnozeni v misté vstupu do
organismu (tj. v misté ptisati klistéte), odkud se poté dostava pomoci Langerhansovych
bunék do spadovych lymfatickych uzlin (Haglund & Giinther, 2003). Zde nasleduje jeho
dalsi replikace, virus je transportovan do krve a vznika virémie (Malkova & Frankova,
1959). Ta umoziuje rozsiteni viru do dalSich organt (slezina, jatra, kostni diefi), odkud
dochazi k uvolnovani viru a udrZzovani virémie po dobu nékolika dni (Haglund & Giinther,
2003). Pii déletrvajici virémii maze dojit K pfekonani hematoencefalitické bariéry a invazi
do centralniho nervového systému (CNS), kde ma replikace viru za nasledek vznik zanétu a
lyzu ¢i dysfunkci bun¢k (Dumpis et al., 1999; Rizek et al., 2010).

Onemocnéni zptisobené evropskym subtypem VKE ma ve vét§ing ptipadt dvoufazovy
pribéh (Dumpis et al., 1999; Gritsun et al., 2003). Po uplynuti inkuba¢ni doby (v praméru 7
az 14 dni) se objevi ptiznaky prvni faze, které maji podobu nespecifické chiipky - tj. tinava,
bolest hlavy, bolesti v oblasti beder, kréni patefe a ramen doprovazené zvysenou teplotou a
zvracenim (Gritsun et al., 2003). Prvni faze je ¢asto nasledovana asymptomatickou periodou
trvajici 2 az 10 dni, béhem niz dochazi k invazi viru do CNS, po které nasleduje druha faze
onemocnéni (Holzmann, 2003). Ta je charakterizovana vysokou horeckou a typickymi
neurologickymi symptomy, které se li$i na zaklad¢ toho, v jaké ¢asti CNS se infekce projevi.
Virus muze napadnout mozkové pleny (disledkem zanétu vznika meningitida neboli zapal

mozkovych blan), mozkovy parenchym (vznika encefalitida), michu (myelitida) ¢i misni



koteny (radikulitida). Virus zéroven ve vét§ing ptipadi nenapadéd pouze jednu ¢ast CNS, ale
dochazi k riznym kombinacim a pritbéh onemocnéni miize byt velmi odlisny (Lindquist &
Vapalahti, 2008). Klinicky projev a pribéh onemocnéni se li§i také v zavislosti na

konkrétnim subtypu viru, ktery onemocnéni vyvolal (Gritsun et al., 2003).

Imunitni odpoved’ hostitele

Invaze viru do organismu hostitele vyvola ze strany hostitele vyraznou specifickou i
nespecifickou imunitni odezvu, kterd zahrnuje napt. zvySenou produkei interferonti typu I €1
aktivaci dendritickych bun¢k a makrofagl, které jsou schopné likvidovat patogeny,
produkovat prozanétlivé cytokiny a zaroven predstavuji vyznamné antigen-prezentujici
komponenty v imunitnim systému (Dorrbecker et al., 2010). Na druhou stranu jsou citlivé na
infekci VKE, dochazi v nich k replikaci viru a mohou tim vyrazné pfispivat k §ifeni viru
v organismu (Dorrbecker et al., 2010). Urcitou roli pfi rozpoznavani a likvidaci bunék
infikovanych VKE mohou mit i NK bunky, u nichz byla v odpovédi na infekci VKE
pozorovana vyrazna aktivace (Vargin & Semenov, 1986). Ta vSak byla pouze piechodna a
nasledovala po ni suprese aktivity NK bun€k, coz mulze naznaCovat vznik jistého

mechanismu, kterym virus inhibuje odpovéd’ NK bunék (Vargin & Semenov, 1986).

1.4. NK BUNKY

NK buiiky (natural killer cells) se fadi do skupiny lymfocytli a tvofi nedilnou soucast
piirozené (nespecifické) imunitni odpovédi (Trinchieri, 1989). Diky své rychlé aktivaci hraji
klicovou roli pfi obran¢ proti patogenim v prvnich dnech po jejich priniku do organismu,
kdy teprve dochazi k aktivaci a nastupu adaptivni slozky imunity (Welsh & Zinkernagel,
1977). NK bunky vytvaii imunitni odpoveéd’ proti fadé mikroorganismti (Bancroft, 1993),
dilezita je predevsim jejich funkce pii obrané proti nddorovym a virem napadenym buikam,
které jsou schopné rozeznat a nasledné zneskodnit (Biron et al., 1999; Smyth et al., 2002).

NK bunky se vyskytuji pievazné v periferni krvi, plicich, jatrech, slezin€, kostni dfeni a
v menSim mnozstvi v lymfatickych uzlindch a v brzliku. Nejvétsi rezervoar NK bunck u
mysi piedstavuje slezina, ktera u nich obsahuje 2-3 milibny NK bunék (Grégoire et al.,
2007).

Jak u mysSich, tak u lidskych NK bunc¢k bylo charakterizovano nékolik rozdilnych
podskupin, které se li§i funkci ¢i morfologickymi rysy (Hayakawa & Smyth, 2006; Cooper
et al., 2001).



Cinnost NK bungk je regulovina pomoci aktiva¢nich a inhibi¢nich signalti na zakladé
toho, ktery ze signalti ziska pfevahu. Pokud pievazi aktivacni signal, dojde k zabiti cilové
buiiky, v ptipadé prevahy inhibi¢niho signdlu je aktivace NK bunky potladena a k zabiti
nedojde (Lanier, 2008).

Aktivaéni signal vznikd po stimulaci aktivacnich receptorti na povrchu NK bunék. Tyto
receptory rozpoznavaji urCité ligandy exprimované na povrchu nadorovych ¢i virem
napadenych bunék (Lanier, 2008). Krom¢ piimé aktivace prostiednictvim aktivacnich
receptorti dochdzi ke stimulaci i pomoci cytokint ¢i chemokinti, jako jsou napt. IL-12, IL-
15, 1L-18, IL-21, IFN-a a IFN-B, které indukuji proliferaci NK bun¢k a zesiluji jejich
cytotoxicitu (Biron et al., 1999; Marcais et al.,, 2013). Naopak inhibi¢ni signal vznika
stimulaci inhibi¢nich receptort, které rozpoznavaji molekuly hlavniho histokompatibilniho
systému 1. tfidy (MHC 1), jeZ se za normalnich okolnosti vyskytuji na kazdé zdravé, jaderné
bunce v téle (Ljunggren & Karre, 1990). Nadorové ¢i virem napadené butiky expresi MHC |
snizuji ve snaze uniknout CD8" cytotoxickym T lymfocytim (CTL), které jsou schopné
rozpoznat a nasledné zlikvidovat pouze ty napadené buriky, jez maji na svém povrchu MHC
I molekuly (Seliger et al., 2006). Pokud NK burika ptijde do kontaktu s buiikou s normalni
expresi MHC 1, inhibi¢ni receptory na povrchu NK buiky rozpoznaji molekuly MHC 1,
inhibi¢ni signal pfevazi nad aktivaénim a k aktivaci NK buiky nedojde (MacFarlane &
Campbell, 2006). Pokud vsak NK burka piijde do kontaktu s buiikou se snizenou expresi
MHC 1, nedojde ke spojeni s inhibi¢nimi receptory a tim padem ani k potlaceni aktivacnich
signalii. Zaroven aktivacni receptory rozeznavaji specifické ligandy, které na svém povrchu
exprimuji nadorové ¢i virem nakazené bunky. Vysledkem je aktivace NK bunky a nasledné
spusténi cytotoxického procesu (Lanier, 2008).

Byla identifikovana fada molekul slouzicich jako inhibi¢ni ¢i aktivacni receptory, popf.
koreceptory (Campbell & Hasegawa, 2013). Na lidskych NK butikach byly nalezeny
inhibi¢ni receptory nazvané KIR (Killer cell immunoglobulin-like receptors), na mysich NK
bunikach receptory typu Ly49 (lymphocyte antigen 49 complex) a inhibi¢ni receptor
CD94/NKG2A byl nalezen na lidskych i mySich NK bunkach (Lanier, 1998). Mezi aktiva¢ni
receptory identifikované na povrchu NK bunék patii napi. NKG2D (Bauer et al., 1999) a
skupina receptori nazvana NCR (natural cytotoxicity receptors), ktera v sobé zahrnuje tii
typy receptort - NKp30, NKp44 a NKp46 (Pessino et al., 1998; Vitale et al., 1998; Pende et
al., 1999). Obé¢ skupiny receptorti (NKG2D a NCR) maji vyznam pii stimulaci NK bunék v

odpovédi na nadorové bunky (Moretta et al., 2001). Dal§imi aktiva¢nimi receptory jsou Fcy
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receptory (FcyRIIIA), které rozpoznavaji Fc oblasti molekul IgG a po kontaktu s cilovou
buiiku oznacenou IgG se podileji na spousténi ADCC (bunécné cytotoxicity zavislé na
protilatkach) (Lanier et al., 1988). Mezi aktivacni koreceptory patii napi. 2B4 (Sivori et al.,
2000). Ligandy pro konkrétni typy receptori jsou vV mnoha piipadech znamé, pro nékteré
vsak jesté ligandy, které po navazani spousti cytotoxicitu, nalezeny nebyly (Campbell &
Hasegawa, 2013).

Cytotoxicita NK bunék mtze byt zprostiedkovana dvéma zpisoby. Jednou moznosti je
piima exocytoza cytolytickych granul, z nichZ dojde k uvolnéni perforini a granzymt, které
narusuji plasmatickou membranu cilové buniky a spousti apoptéozu (Krzewski & Coligan,
2012). V druhém piipadé¢ NK bunky exprimuji ligandy FasL a TRAIL, které se vazou na
receptory Fas a TRAIL-R (DR4, DR5) na cilovych bunkach, ¢imz spousti rovnéZ proces
apoptozy (Screpanti et al., 2001; Falschlehner et al., 2007).

NK bunky pfitom neplni pouze funkci ,,pfirozenych zabijeci®, ale dulezita je i jejich
role pti produkci cytokini (napf. IFN-y, TNF-a, GM-CSF) a chemokinii (napt. CCL3,
CCL4, CCL5), které slouzi nejen ke kontrole virové infekce, ale napomahaji i pii pozdéjsim
formovani adaptivnich slozek imunity (Walzer et al., 2005). Pusobi také regula¢né pii
kontaktu s endotelialnimi a dendritickymi bufikami, s makrofagy a T i B lymfocyty (Vivier
etal., 2011).
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2. CILE PRACE

1. Objasnit vliv klistécich slin na cytotoxickou aktivitu NK bungk in vitro.

2. Stanovit vliv vybranych rekombinantnich proteind (klistécich cystatinti) na cytotoxickou
aktivitu NK bunék in vitro.

3. Srovnat dva pouzité testy slouzici ke stanovovani aktivity NK bunék.
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3. MATERIAL A METODY
3.1. MATERIAL

3.1.1. MYSI
V pokusech byly pouzity samice inbredniho mysiho kmene C3H/HeN (AnLab s.r.0.)
ve staii 5 az 6 tydnt. Mysi byly chovéany ve zvétinci Katedry medicinské biologie v Ceskych

Budéjovicich za standardnich podminek.

3.1.2. BUNECNE LINIE

Pro pokusy byly pouzity YAC-1 bunky, které byly kultivovany pfi teploté 37°C v médiu
RPMI 1640 obohaceném 0 5% bovinniho fetalniho séra (BOFES), 1% antibiotik (ATB), 1%
L-glutaminu (GL) a 0,1% 2-merkaptoetanolu (ME) (Biosera).

YAC-1 buiky jsou bunky mysSiho lymfomu, které byly ziskdny inokulaci viru
Moloneyho leukémie (MLV) novorozenym mysim kmenu A/Sn. YAC-1 bunky jsou citlivé k
cytolytickému pisobeni NK bun¢k a mohou byt diky tomu vyuzivany jako cilové bunky pfi
stanovovani cytotoxicity NK bunék (Kiessling et al., 1975).

3.1.3. KLISTECT SLINY

Sliny byly ziskany z dospélych samic klist’at I. ricinus, které saly na morceti po dobu 6
dnti. Nasata klistata byla pomoci oboustranné lepici pasky ptipevnéna k podloznim sklickiim
a na hypostom a jednu z palp jim byla nasazena a nasledné zafixovana sklenéna kapilara. Na
hitbetni ¢ast téla jim bylo kapnuto po 2 ul 5% roztoku pilokarpinu (Sigma) v 95% ethanolu.
Poté byla klistata umisténa do vlhké komurky, kde byla inkubovana po dobu dvou hodin pti
37 °C a 3,5 % CO,. Béhem této doby dochéazelo k vyluCovani slin do kapilary.
Vyprodukované sliny byly sterilizovany filtraci pies bakterialni filtr o velikosti port 0,22 um
a byly uchovany pfi teploté -70°C.

Obsah proteinu ve slinach byl ur¢en pomoci metody pro stanoveni koncentrace proteint

dle Bradfordové (Bradford, 1976).

3.1.4. REKOMBINANTNI PROTEINY
V pokusech byly pouzity tfi typy rekombinantnich proteint, které budou z divoda
potencialni patentové aplikace na tyto proteiny v celé praci oznaovany jako X1, X2 a X3.

Vsechny tfi proteiny se fadi do skupiny inhibitorti cysteinovych protedz (cystatintl) a jsou
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obsazeny ve slinach klistéte I. ricinus. Rekombinantni cystatiny byly ziskany expresi
v bakterii Escherichia coli. Pouzité cystatiny byly pfipraveny a laskavé poskytnuty Dr.
Kotsyfakisem.

3.2. METODY

3.2.1. VLIV KLISTECICH SLIN NA CYTOTOXICKOU AKTIVITU NK BUNEK IN VITRO

Vliv kliStécich slin na aktivitu NK bunék byl zjistovan pomoci cytotoxického testu, ve
kterém jako efektory figurovaly NK bunky z mysi sleziny a jako cile byly pouzity YAC-1
bunky. Efektory a cile byly rozkapany na 96jamkovou kultiva¢ni destiC¢ku se dnem ve tvaru
,U“ a rozdéleny do né€kolika riznych skupin. Tyto skupiny zahrnovaly jamky s
efektorovymi a cilovymi bunikami ve tfech riznych pomérech (100:1, 10:1a 1:1) a dale
jamky, které obsahovaly bud’ pouze cile, nebo pouze efektory a byly pouzity pii vypoctech
specifické cytotoxicity.

Do poloviny jamek s jednotlivymi poméry a kontrolami byly pfidany klistéci sliny a po
4 hodinach inkubace byla stanovena cytotoxickd aktivita NK bunék va¢i cilim
V jednotlivych jamkach.

Pro uréeni aktivity NK bunék byly pouzity dva odligné druhy test — Ziva™ Tox
Ultrasensitive Cytotoxicity Assay a znaceni cilovych bungk radioaktivnim izotopem >'Cr.

Vsechny pokusy byly provadény v triplikacich.

3.2.1.1. Izolace NK bunék

Mysi, ktera byla v pokusu pouzita, byla 20 h pifed samotnym pokusem intraperitonealné
injikovana poly (I : C) (100 ug v 0,5 ml PBS) (Sigma). Druhy den byla my$ usmrcena
zlomenim vazu a byla ji steriln¢ vyjmuta slezina. Ta byla pomoci tloucku protlaéena ptes
sitko, jez bylo nasledné promyto zakladnim médiem RPMI 1640 (Biosera). Tim vznikla
buné¢na suspenze ze slezinnych bunék, ktera byla nasledné stoc¢ena v centrifuze po dobu 7
minut, pii 150 xg a teploté 4°C.

Vznikly supernatant byl opatrné slit a pelet byl rozsuspendovan v 1 ml lyza¢niho
roztoku (0,84% NH4Cl), aby doslo k lyze erytrocyti. Po 2 minutach ptisobeni lyza¢niho
roztoku bylo pfilito zakladni médium a splenocyty byly dvakrat promyty po dobu 7 minut

pti 155 x g a 4 °C. Vznikly pelet byl nasledné rozsuspendovan v 1ml kultivacniho média
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(RPMI, 10% BOFES, 1% ATB, 0,1% ME, 1% GL) (Biosera). V Biirkerové komurce byl
spoc¢itan pocet bun¢k v1 ml a splenocyty byly v pozadovaném mnozstvi nafedény do

kultivaéniho média.

3.2.1.2. Preinkubace se slinami

Splenocyty byly pipetovany na 96jamkovou kultivac¢ni desticku se dnem ve tvaru ,,U*
(Thermo Scientific™ Nunc™) v objemu 100 ul na jamku. Vysledna koncentrace bunék se
V jednotlivych skupinach lisila dle riznych poméru efektord a cilti. Pro pomér 100 : 1 byla
vysledna koncentrace splenocytii 1x10” bunék na 1 ml, pro pomér 10:1 to bylo 1x10° bungk
na 1 ml a pro pomér 1:1 byla vysledna koncentrace 1x10° bunék na 1 ml. Skupina, ke které
nebyly pozdé&ji ptidany zadné cilové buiiky, obsahovala 1x10” bunék na 1 ml.

Takto ptipravené splenocyty byly rozdéleny na dvé poloviny, pticemz k prvni poloving
splenocytt byly pridany klistéci sliny ve vysledné koncentraci proteinu 2 ug na jamku (tj. 20
pug/ml) a k druhé poloviné splenocytd, ktera predstavovala srovnavaci skupinu, bylo misto
slin pfidano stejné mnozstvi kultivaéniho média.

Kultivacni desti¢ka byla inkubovana po dobu 1 hodiny, pfi 37°C a 5% CO,.

3.2.1.3. Vlastni cytotoxicky test

Po uplynuti doby inkubace byly ke splenocytim piidany cilové bunky v objemu 100 ul
na jamku. Ke kontrolni skupiné splenocytd bylo namisto cilovych bunék pipetovano pouze
100 pl kultivaéniho média. Na kultivaéni desti¢ku byla rovnéz pipetovana kontrolni skupina
samotnych cilovych bungk, ke které bylo také piidano 100 ul kultivaéniho média. Vysledna
koncentrace cilovych bun&k byla ve viech jamkach stejn a to 1x10° bun&k na 1 ml

V piipadé méteni cytotoxické aktivity pomoci znaceni cilovych bunék radioaktivnim
izotopem °'Cr byla navic zafazena skupina samotnych cilovych bun&k, ke kterym bylo
ptidano 80 pl kultiva¢niho média. Tato skupina byla zafazena i pfi pouziti Ziva-Tox Kitu, ale
bylo k ni navic ptidano 20 pul 1% roztoku azidu sodného v PBS.

Ke skupinam, ke kterym byly pfed hodinovou inkubaci pipetovany klistéci sliny, byly
sliny znovu pfidany a to vtakovém mnozstvi, aby byla vysledna koncentrace proteinu
v jamkach rovna 20 pg/ml. Klistéci sliny byly rovnéz ptidany k polovingé samotnych
cilovych bunék s médiem ve stejné vysledné koncentraci 20 png/ml. Do ostatnich jamek bylo

opé&t misto slin pfidano stejné mnozstvi kultivacniho média.
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Kultiva¢ni desticka byla centrifugovana po dobu 3 minut, pti 130 x g a teploté 4 °C a
byla inkubovana 4 hodiny pii 37 °C a 5% CO..

3.2.1.4. M¢fteni cytotoxické aktivity NK bunck

Ziva™ Tox Ultrasensitive Cytotoxicity Assay (Ziva-Tox)

Ziva-Tox (Jaden BioScience Inc.) je velmi citlivy cytotoxicky test zalozeny na ELISA
metod¢, ktery vyuziva chemiluminiscencni substrdt pro detekci pfitomnosti
bromdeoxyuridinu (BrdU) inkorporovaného do DNA aktivné se délicich bun€k. Pomoci
tohoto testu je mozné stanovit specifickou procentualni cytotoxicitu, kterd urcuje, do jakeé
miry doslo k inhibici syntézy DNA cilovych bun¢k po pridani efektorovych bunék. Toho je
docileno pfi srovnani mnoZstvi BrdU inkorporovan¢ho do DNA cilovych bunck

V pfitomnosti a nepfitomnosti efektort.

Pti pouziti Ziva-Tox Kitu bylo pfed stocenim a néaslednou 4hodinovou inkubaci ptidano
do kazdé jamky 20 ul nafedéného BrdU (soucast Ziva-Tox kitu) a po uplynulé dobé
inkubace byla kultiva¢ni desti¢ka centrifugovana po dobu 5 minut, pti 130 x g a teploté 4°C.
Poté byl supernatant slit a do kazdé jamky bylo pfidano 50 ul Fix Solution (Ziva-Tox Kit), ve
kterém byly pelety stocenych bunék rozsuspendovany a ihned pteneseny do 96jamkového
bilého panelu splochym dnem (Costar™). Panel byl ponechan 10 minut pii laboratorni
teploté. Béhem této doby doslo puisobenim Fix Solution k 1yze bunék a navazani jejich DNA
na dno jamek. Obsah jamek byl poté slit a do kazdé jamky bylo pfidano 200 ul Stringency
Solution (Ziva-Tox kit). Panel byl opét ponechan inkubovat po dobu 10 minut pii laboratorni
teploté a nasledné¢ slit. Poté bylo do kazdé jamky pfidano 350 pl Preparation Solution (Ziva-
Tox Kit), a po dvou minutach pii teploté mistnosti byl obsah jamek slit.

Po promyti bylo do kazdé jamky ptidano 50 ul anti-BrdU Antibody Conjugate Solution
(Ziva-Tox kit), ktery obsahoval protilatku proti BrdU. Panel byl inkubovan po dobu 20
minut pii laboratorni teploté. Béhem této doby doslo k navazani protilatky na BrdU, jenz byl
zaClenény v DNA, ktera byla zafixovana na dné jamek.

Po uplynuti doby inkubace s protilatkou nasledovaly promyvaci kroky, jejichz Gcelem
bylo odmyti volné ¢i nespecificky navazané protilatky. Panel byl pétkrat promyt 300 pl
Wash Buffer (Ziva-Tox kit) a tiikrat 300 pl Preparation Solution (uvadéné mnozstvi je pro

jednu jamku na jedno promyti).
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Nasledng bylo do kazdé jamky pridano 50 pl CDP- Star*Chemiluminiscent Substrate
(Ziva-Tox kit) a po 30 minutach inkubace, béhem niz byl panel umistén ve tmé pfi
laboratorni teplote, byl zméfen chemiluminiscenéni signal pro kazdou jamku.

Mgieni bylo provadéno na pfistroji Synergy™ HI1 Microplate Reader (BioTek®) a

vysledna cytotoxicita byla spo¢tena pomoci nasledujiciho vzorce:

RLUexp — RLUspont — RLUeff
RLUmax — RLUspont — RLUeff

Specificka procentualni cytotoxicita =1 - (

> x 100 [%]

Kde: RLUexp = hodnota signalu naméfené¢ho v jamkach obsahujicich cilové a efektorové

buniky Vv riznych pomérech.

RLUspont = hodnota signalu namétfené¢ho v jamkach obsahujicich cilové buiky
s pfidanym azidem sodnym (ve vysledné koncentraci 0,1 % zcela inhibuje
syntézu DNA cilovych bun¢k). Tato skupina ptfedstavuje nejmensi mozné
mnozstvi BrdU, které se za¢leni do DNA cilovych bung¢k.

RLUmax = hodnota signdlu naméfen¢ho v jamkach obsahujicich pouze cilové buiiky.
Tato skupina pfedstavuje maximalni mnoZstvi BrdU, které se zacleni do
DNA cilovych bunék.

RLUeff = hodnota naméfen¢ho signdlu v jamkach obsahujicich pouze efektorové

bunky.

Meéreni mnozstvi uvolnéného **Cr

Tento test je zaloZen na znaleni cilovych bungk radioaktivnim izotopem chromu (>*Cr),
ktery se v prubchu ristu bunék vaze na proteiny v jejich cytoplazmée. Znacené bunky jsou
pouZity pro cytotoxicky test a v pfipadé, Ze dojde k cytolyze, uvolni se radioaktivni *'Cr, jez
mize byt na zaklad¢ zateni, které pti svém rozpadu emituje, detekovan pomoci scintilaéniho
pocitade. Na zéklad® méfeni mnoZstvi uvolndného *'Cr Ize poté stanovit miru specifické

procentudlni lyzy.

Pted pipetovanim na kultivacni desticku musely tedy byt cilové buiiky nejprve oznaceny
radioaktivnim chromem a to nasledujicim zplisobem:

Z kultiva¢ni lahvic¢ky bylo odebrano takové mnoZzstvi YAC-1 bunék, které odpovidalo 1
milionu bunék. Toto mnozstvi bylo centrifugovano po dobu 5 minut, pfi 110 x g a pomoci

mikropipety byl opatrné odsat vznikly supernatant. Pelet byl rozsuspendovan v 50 pl
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kultivaéniho média (RPMI, 10 % BOFES, 1 % ATB, 0,1 % ME, 1 % GL) (Biosera).
K suspenzi bylo pfidano 50 pCi roztoku chromanu sodného (Na;>'CrOj) (PerkinElmer) a
buiiky byly inkubovany 1 hodinu pii 37 °C.

Po inkubaci byl pfidan 1 ml kultiva¢niho média a suspenze byla centrifugovana po dobu
3 minut pii 110 x g. Supernatant byl opatrné¢ odsat mikropipetou a pelet byl rozsuspendovan
v 1 ml kultiva¢niho média. Cely postup byl jesté dvakrat opakovan za ticelem odstranéni
nenavazaného >'Cr. Poté bylo odebrano potfebné mnozstvi cilovych bundk, které byly
nafedény do média a pipetovany na kultivaéni desticku tak, jak je popsano vyse v bodu
3.2.1.3.

Po 4hodinové inkubaci pfi 37 °C v atmosféie s 5% CO, byla kultiva¢ni desticka stoena
po dobu 3 minut, pii 130 xg a teploté 4°C. Do skupiny jamek oznacené TR (totalni uvolnéni
*1Cr), ktera obsahovala cilové buiiky a pouze 80 ul média, bylo pfidano 20 pl 2% detergentu
Triton X-100 (Serva). Z kazdé jamky bylo poté odebrano 30 ul supernatantu, jenz byl
pienesen do jednotlivych mikrozkumavek, do kterych bylo piedtim pipetovano 250 ul
scintila¢niho roztoku (Ultima Gold™) (PerkinElmer).

Vlastni méfeni bylo provadéno pomoci scintilacniho pocitaée Tri-Carb® 2900TR
Liquid Scintillation Analyzers (Packard), ktery métil vysledny signal na zakladé B zateni
vznikajiciho pii rozpadu radioizotopu >'Cr.

Vysledna cytotoxicita byla vyjadiena jako specifické procentudlni uvolnéni *'Cr dle

nasledujiciho vzorce:

ER - SR

> x 100 [%]
TR — SR

Specifické procentualni uvolnéni **Cr = <

Kde: ER = experimentalni uvolnéni 'Cr, tj. hodnota signilu naméfeného v jamkéach
obsahujicich cilové a efektorové buiiky.
SR = spontanni uvoln&ni *'Cr, tj. hodnota signalu naméfeného v jamkach obsahujicich
pouze cilové buiiky.
TR = totalni uvolnéni *'Cr, tj. hodnota signalu naméfeného v jamkach obsahujicich

pouze cilové buiiky s ptidanym detergentem.
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3.2.2. VLIV KLISTECICH CYSTATINU NA CYTOTOXICKOU AKTIVITU NK BUNEK IN
VITRO

Uspotadani pokusu bylo totozné s vyse popsanych pokusem (viz 3.2.1), ale misto
klistécich slin byly pouzity rekombinantni cystatiny X1, X2 a X3. V prvni sérii pokusi byly
cystatiny pouzity pouze v jedné koncentraci a jejich vysledna koncentrace byla ve vSech
pripadech 6 uM. V dalsich pokusech byly pouzity cystatiny ve tfech riznych vyslednych
koncentracich — 6 uM, 3 uM a 1,5 uM. Cystatiny byly stejn¢ jako v piipadé slin
preinkubovany s efektorovymi bunikami po dobu 1 hodiny.

Pro pokusy byl pouzit pouze jeden pomér efektort viici cilim a to pomér 100 : 1.

Pokusy byly provadény v triplikacich a stejné jako v predchozim pokusu byla zahrnuta

kontrolni skupina obsahujici pouze samotné cilové buiiky a k nim pfidané cystatiny.

3.2.4. STATISTICKE VYHODNOCENI

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu R (R Development Core Team
2008) metodou jednocestné analyzy variance (ANOVA). Statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami (p < 0,05) jsou v grafech oznaceny hvézdickami (jedna hvézdicka pro p < 0,05,
dvé pro p < 0,01).

Vsechny grafy pouzit¢ ve vysledcich zobrazuji aritmetické primeéry z namétenych

hodnot a chybové tsec¢ky v grafech znazornuji sttedni chybu praméru (SEM).
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4. VYSLEDKY

4.1. VLIV KLISTECICH SLIN NA AKTIVITU NK BUNEK

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda maji klistéci sliny inhibi¢ni G¢inek na

cytotoxickou aktivitu NK bungk in vitro.

Pied provedenim samotného pokusu (viz bod 3.2.1. metodiky), bylo nejprve ovéteno,
zda zvolena metoda spravné funguje a efektorové NK buiky vykazuji viici cilovym YAC-1
bunkam uréitou cytotoxickou aktivitu. Cytotoxicita byla sledovana pii tfech rtznych
pomérech efektort a cila (100:1, 10:1, 1:1) a byla stanovena pomoci dvou vySe popsanych
testl (viz 3.2.1.4.).

Pti pouziti Ziva-Tox Kitu byla u vsech tfi poméri efektorti a cilii namétfena uréita mira
specifické cytotoxicity (Obr. 1), jejiz hodnoty klesaly Vv zavislosti na snizujicim se poctu
efektorovych bun€k a to z 94% specifické cytotoxicity pro pomér 100: 1, na 81% pro pomér
10:1 az na 40% pro pomér 1:1.
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Obr. 1: Specificka cytotoxicka aktivita NK buné€k stanovena pomoci Ziva-Tox kitu pro tii rizné

poméry efektort a cila (100:1, 10:1 a 1:1).
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Shodny trend byl pozorovan i pfi stanoveni cytotoxické aktivity prostiednictvim
mnozstvi uvolndného **Cr (Obr. 2) a urditd mira cytotoxicity byla opét zjisténa u vech tii
poméril. Pro pomér 100: 1 bylo specifické uvolnéni >*Cr rovno 62 %, u poméru 10:1 pokleslo

na 15 % a pro pomér 1:1 to byla pouze 2 %.
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Obr. 2: Cytotoxicka aktivita NK bun&k vyjadiena pomoci specifického uvoln&ni *'Cr pro tii

razné poméry efektord a cili (100:1, 10:1 a 1:1).

Po provedeni pokusii ovétujicich cytotoxickou aktivitu NK bunek vii¢i cilovym YAC-1

bunikam, byly provedeny vlastni pokusy s klistécimi slinami.

Pii pouziti Ziva-Tox kitu doSlo u sledovanych skupin vlivem kliStécich slin k poklesu
specifické cytotoxicity piiporovnani s kontrolou, kterou piedstavovala skupina efektord a
cili bez ptidani klistécich slin (Obr. 3). Signifikantni pokles (p < 0,05) byl pozorovan pro
pomér 100:1 a Cinil 12 %. Pro pomér 10:1 byl zaznamenan trendovy pokles rovnéz 12 % a
pro pomér 1:1 to bylo 30 %. Z divodu velké variability hodnot v ramci triplikaci vSak pokles

nebyl v ptipadé poméru 10:1 a 1:1 signifikantni.

Pfi stanoveni cytotoxicity prostfednictvim mnozstvi uvolnéného *'Cr byl ve skupinach s
ptidanymi klistécimi slinami pozorovan vuci kontrole signifikantni pokles (p < 0,01)

cytotoxické aktivity, a to o 21 % (Obr. 4).
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Obr. 3: Vliv klistécich slin (vysledna koncentrace proteinu 20 pg/ml) na cytotoxickou aktivitu NK
bungk pii pouziti tf riiznych poméri efektorti a cild (tj. 100:1, 10:1 a 1:1); * p < 0,05.
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Obr. 4: Vliv klistécich slin (vysledna koncentrace proteinu 20 pg/ml) na cytotoxickou aktivitu

NK bungk stanovenou pomoci specifického uvolnéni **Cr pro pomér efektori a cil

100:1; ** p<0,01.

4.2. VLIV KLISTECICH CYSTATINU NA AKTIVITU NK BUNEK

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda maji pouzité rekombinantni cystatiny X1, X2
a X3 inhibi¢ni u¢inek na cytotoxickou aktivitu NK bunék in vitro.
Pfi této sérii pokust byl pouzit pouze jeden druh testu a to stanoveni cytotoxicity

s - r v r51
pomoci specifického uvolnéni >"Cr.
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Pfidani cystatini ke skupinam zahrnujicim efektory a cile v poméru 100:1 mélo
v piipadé proteinti X1 a X3 za nasledek trendovy pokles hodnot specifického uvoln&ni >*Cr
V porovnani s kontrolou, kterd ptedstavovala skupinu efektort a cilli bez ptidanych cystatinti

(Obr. 5). Vlivem cystatinu X2 nebyl pozorovan zadny pokles.
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Obr. 5: Vliv cystatinia X1, X2 a X3 (6 uM) na cytotoxickou aktivitu NK bunék vyjadienou

pomoci specifického uvolnéni *'Cr pro pomér efektort a ciléi 100:1; K = kontrola.

V navaznosti na tyto vysledky byly pokusy zopakovany pro rtizné vysledné koncentrace
klistécich cystatinit X1 a X3.

Vlivem cystatinu X1 doslo v porovnani s kontrolou k signifikantnimu poklesu (p < 0,05)
hodnot specifického uvolnéni **Cr v piipadé nejvyssi pouzité koncentrace (tj. 6 pM), ato 09 %
(Obr. 6). V piipad¢ nizsich koncentraci proteinu byl pozorovan shodny trend (snizeni o 8 %

pro 3 uM a5 % pro 1,5 uM), pokles vSak nebyl signifikantni.
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Obr. 6: Vliv proteinu X1 ve tfech riznych koncentracich na cytotoxickou aktivitu NK bunék
vyjadienou pomoci specifického uvolnéni *'Cr pro pomér efektort a cili 100:1;

K = kontrola, * p < 0,05.
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Vlivem proteinu X3 doslo v pfipadé nejvyssi pouzité vysledné koncentrace (6 uM)
k signifikantnimu poklesu (p < 0,05) hodnot specifického uvolnéni >*Cr vii&i kontrole, a to o
14 % (Obr. 7). V ptipadé 3 uM koncentrace proteinu byl pozorovan shodny trendovy pokles
o 7 %, ktery vSak nebyl signifikantni. U nejnizsi pouzité koncentrace (1,5 pM) nebyl

pozorovan zadny pokles.
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Obr. 7: Vliv proteinu X3 ve tfech rtiznych koncentracich na cytotoxickou aktivitu NK bunék
vyjadienou pomoci specifického uvolnéni **Cr pro pomér efektord a cilii 100:1;

K = kontrola, * p < 0,05.
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5. DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda maji klistéci sliny z I. ricinus a urcité proteiny
obsazené Vtéchto slindch vliv na aktivitu NK bunék, které diky svym cytotoxickym
schopnostem piedstavuji dilezity nastroj piirozené imunity.

Prostfednictvim provedenych pokusii se podafil prokdzat jasny inhibi¢ni G¢inek na
cytotoxickou aktivitu NK bunék a to jak v piipad¢ klistécich slin, tak i v pfipadé dvou ze tii
pouzitych proteinti, které byly izolované ze slin klistéte |. ricinus a spadaji do skupiny
inhibitord cysteinovych proteaz (cystatint).

U klistécich slin byl inhibi¢ni efekt prokazan za pouziti dvou odliSnych testd pro
stanoveni cytotoxické aktivity. Je tfeba zdUraznit, Ze vypocitané hodnoty specifické
procentualni cytotoxicity jsou pro kazdy test odlisné, nebot’ kazdy z pouzitych testl je
zalozen na jiném principu. Ziva-ToX vyuziva pro stanoveni cytotoxické aktivity
efektorovych bunék inhibici syntézy DNA cilovych buné€k, kterd nastdva poté, co cilové
bunky ptijdou do kontaktu s efektorovymi buiikami. Naopak test s pouzitim radioizotopu
*Cr je zalozen na méFeni mnozstvi *'Cr, které se uvolni ze znaéenych cilovych bungk po
jejich lyze zprostifedkované efektorovymi bunkami.

Je také nutno dodat, ze vysledky ziskané po stanoveni cytotoxické aktivity pomoci Ziva-
Tox kitu nemaji takovou vypovidaci hodnotu, jako vysledky obdrzené pii meétfeni
specifického uvolnéni *'Cr. Diivodem je fakt, Ze hodnoty specifické cytotoxicity stanovené
pomoci Ziva-Tox kitu vykazovaly v ramci triplikaci zna¢nou variabilitu, kterou se ani
nékolikerym opakovanim pokust a konzultaci s vyrobcem kitu nepodafilo zcela objasnit a
vyvarovat se ji v prisStich pokusech. Také proto byl zvolen jiny typ testu, jenz by ovéril
vysledky ziskané pii pouziti Ziva-Tox kitu, které mohly byt variabilitou hodnot zkreslené.
Ve finale vysledky obou testil vypovidaly o signifikantnim poklesu cytotoxické aktivity NK
bun&k po pridani klistécich slin, ale v pripadé pouziti **Cr byl pokles pozorovan ve vétsi
miie (pokles 0 21 % vici kontrole) nez u Ziva-Tox kitu (pokles pouze 0 12 %) (pro pomér
efektorovych a cilovych bun€k roven 100:1).

Pfi posuzovani vlivu kliStécich cystatini byl u dvou pouzitych rekombinantnich
cystatinil pozorovan signifikantni inhibi¢ni efekt na cytotoxickou aktivitu NK bunék. Efekt
vyvolany klistécimi cystatiny byl v porovnani s plisobenim kliSté€cich slin o pozndni nizsi,

coz by mohlo vypovidat o redundantnim u¢inku klistécich slin, tzn., Zze ovlivnéni ur¢ité
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slozky imunitni odpovédi nejspis§ nebude zptisobeno pouze jednim typem molekul, ale bude
k nému dochazet spise spoluticasti nékolika riznych latek obsazenych v klistécich slinach.

Vliv klistécich slin a cystatini na imunitu hostitele byl pfedmétem zajmu nékolika
studii, malo z nich se vSak vénuje plisobeni klistécich slin a cystatinti na aktivitu NK bungk.
Ty ptitom predstavuji dilezitou soucast prirozené imunity a jsou to prave slozky piirozené
(nespecifické) imunity, které hraji dlezitou roli v obrané proti klistatim v prvnich dnech po
jejich ptisati na hostitele. V misté prisati klistéte se velmi rychle aktivuji mnohé buiky
ptirozené imunity, jako jsou napi. neutrofily, dendritické bunky, makrofagy ¢i NK burnky, a
dochazi ke vzniku zanétu (Wikel, 2013). Klisté se této odezvé ze strany hostitelského
organismu pochopitelné snazi branit a vyvinulo si fadu mechanismi, jak snizit riziko, které
pro né&j imunitni reakce hostitele pfedstavuje. Tyto mechanismy jsou zprostifedkovavany
prostrednictvim kliStécich slin a byly popsany a detailn¢ shrnuty v mnoha pracich (napf.
Anderson & Valenzuela, 2008; Francischetti et al., 2009; Kazimirova & Stibraniova, 2013;
Wikel, 2013).

Je napf. znamo, ze sliny z klistéte . scapularis maji inhibi¢ni efekt na schopnost
fagocytdzy a zabijeni neutrofila (Ribeiro et al., 1990), pasobenim slin ¢i SGE mnoha druhi
klistat dochazi k inhibici aktivace alternativni cesty komplementu (Ribeiro, 1987; Lawrie et
al., 1999), byl zaznamenan protizanétlivy uc¢inek SGE z klistéte |. ricinus pii infekci bakterii
Borrelia afzelii (Severinova et al., 2005). Rovnéz byl velmi dobte popsan vliv klistéci slin na
diferenciaci, maturaci a migraci dendritickych bun¢k (Cavassani et al., 2005; Skallova et al.,
2008; Oliveira et al., 2008) a schopnost ur¢itych molekul obsazenych v klistécich slinach
redukovat vylu¢ovani nékterych cytokini dendritickymi buiikami (Sa-Nunes et al., 2007;
Preston et al., 2013). Na druhou stranu, jak jiz bylo uvedeno vyse, existuje jen malo studii,
které se vénuji tcinku klistécich slin ¢i SGE na NK buiiky.

Kube$ et al. (1994) ve své praci demonstrovali inhibi¢ni efekt SGE z Kklistéte
Dermacentor reticulatus na aktivitu nestimulovanych lidskych NK bun¢k. O nékolik let
pozdé&ji byl proveden podobny experiment, ale tentokrat byly navic pouzity SGE z riznych
druhti klistat (Kube$ et al., 2002). Prekvapivym zjisténim byl fakt, Ze pfi pouziti SGE
z klistéte 1. ricinus nebyl zaznamenan zadny vliv na aktivitu NK bun¢k. Tento vysledek byl
v kontrastu s vysledky diivéjsi prace Kopeckého & Kuthejlové (1998), ve které byl inhibi¢ni
efekt SGE z klistéte . ricinus na aktivitu NK bunék jasné prokazan, s tim rozdilem, Zze pro
pokus nebyly pouzity lidské NK buiky, ale NK bunky izolované z mysi sleziny. Inhibice

NK aktivity byla v tomto pfipadé pozorovana jak u nestimulovanych bungk, tak i u bunck
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stimulovanych in vivo pomoci poly (I:C). Vysledky mé prace, v niz byly misto SGE
pouzivany klistécich sliny, se shoduji s vysledky prace Kopeckého & Kuthejlové (1998).

Vysledky ziskané po pouziti klistécich cystatinll nelze porovnat s Zadnou praci, nebot’ se
doposud Zadna studie nevénovala vlivu klistécich cystatind na aktivitu NK bunék. Existuje
vsak fada praci, které se zabyvaji u¢inkem cystatint z klistécich slin na jiné slozky ptirozené
imunity. Dobfe popsany jsou napt. inhibi¢ni u¢inky sialostatinu L z klistéte I. scapularis na
maturaci dendritickych bunék a na migraci neutrofili béhem akutni faze zanétu (Kotsyfakis
et al., 2006; Sa-Nunes et al., 2009). U podobného cystatinu ze stejného druhu klistéte, u
sialostatinu L2, byl popsan protizanétlivy ucinek pii infekci bakterii Anaplasma
phagocytophilum (Chen et al., 2014) a také byl zjistén jeho inhibi¢ni efekt na signalizaci
prostiednictvim IFN typu | u dendritickych bunék (Lieskovska et al., 2015).

V této praci bylo zjisténo, Ze vlivem kliStécich slin a cystatini dochazi k inhibici
cytotoxické aktivity NK bunék, ale pfesny zpusob, jakym k tomu dochazi, neni dosud
objasnén. Nelze ani s jistotou uvést duvod, pro¢ vlivem klistécich slin a molekul v nich
obsazenych dochazi ze stran klistéte k inhibici aktivity NK bunék. Piimy Gc¢inek NK bunék
na klist¢ samotné nebyl zatim nijak prokazan a je i1 velmi nepravdépodobné, ze by k néemu
takovému dochdzelo.

Na druhou stranu je nutno vzit v ivahu fakt, ze NK bunky nemaji pouze funkci efektort
schopnych prostiednictvim cytolyzy likvidovat nddorové a virem napadené buiiky, ale plni i
dalezitou funkci jakozto regulacni bunky, které ovliviiuji Cinnost ostatnich imunitnich
bunék, jako jsou napft. dendritické bunky, makrofagy ¢i T-lymfocyty (Vivier et al., 2011).
NK buniky piedstavuji vyznamny zdroj mnoha cytokini (napf. TNF-a, IFN-y), z nichz
nékteré maji bud’ ptimy prozanétlivy ucinek, nebo aktivuji dalsi slozky imunitniho systému,
které se na vzniku zanétu podileji. Nékteré cytokiny (napt. IFN-y) jsou zase dulezité pro
vznik a vyvoj adaptivni (specifické) imunity (Walzer et al., 2005; Vivier et al., 2011).

Potlaceni aktivity NK bun¢k by mohlo tedy vést k utlumeni prozanétlivé reakce a
schopnosti slozek pfirozené imunity formovat imunitu adaptivni (specifickou), které by jinak
mohly kliStéti znemoznovat ispéSné dokonceni procesu sani. Pfedev§im vznik zanétu hraje
dulezitou roli pii rejekci klistéte (Wikel, 2013).

Na zavér je mozno také zminit, Ze inhibice cytotoxickych schopnosti NK bunék
likvidovat virem napadené bunky by mohla hrat uréitou roli pfi tzv. slinami aktivovaném

pfenosu (SAT). Tento zplsob prenosu, vyuZzivajici oslabeni obrannych mechanismu hostitele
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prostfednictvim molekul obsazenych v klistécich slinach, byl pozorovan u mnoha patogent
prenaSenych klistaty (Jones et al., 1989, 1990; Zeidner et al., 2002) vcetn¢ pfenosu viru
klistové encefalitidy u klistéte I. ricinus (Labuda et al., 1993a). K pienosu tohoto viru do
hostitelského organismu dochazi zahy po prisati klistéte (Alekseev & Chunikhin, 1989) a
bylo prokazano, ze NK buiky figuruji pii rozpoznavani a likvidaci bun€k infikovanych
virem klistové encefalitidy (Vargin & Semenov, 1986). Z tohoto hlediska by tedy mohla
inhibice cytotoxické aktivity NK bun€k hrat urCitou roli pfi pienosu viru klistové

encefalitidy.
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6. ZAVER

e Sliny z klistéte I. ricinus vykazuji inhibi¢ni efekt na cytotoxickou aktivitu NK bunék in

vitro.

e  Kiistéci cystatiny X1 a X3 maji inhibi¢ni efekt na cytotoxickou aktivitu NK bunék in

vitro.

e KIlistéci cystatin X2 nema na aktivitu NK bunék Zadny vliv.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ATB
BrdU
BOFES
CNS
CTL
DNA
ELISA
GL
IFN

Ig

IL
LPS
ME
MHC
NK
PBS
Poly (1:C)
SAT
SGE
TNF
VKE

antibiotika

bromdeoxyuridin, synteticky vyrobeny analog thymidinu

bovinni fetalni sérum

centralni nervova soustava

cytotoxické T lymfocyty

deoxyribonukleova kyselina

angl. enzyme-linked immunosorbent assay

L-glutamin

interferon

imunoglobulin

interleukin

lipopolysacharid

2-merkaptoetanol

hlavni histokompatibilni komplex (angl. major histocompatibility complex)
piirozeny zabije¢ (angl. natural killer)

fosfaty pufrovany fyziologicky roztok

farmakologicky analog dsRNA (angl. polyinosinic-polycytidylic acid)
slinami aktivovany pienos (angl. saliva-activated transmission)
extrakt ze slinnych zlaz (angl. salivary gland extract)

faktor nadorové nekrozy (angl. tumor necrosis factor)

virus klistové encefalitidy
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