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1 LITERARNI PREHLED

1.1 ROD BORRELIA

Borelie jsou gramnegativni aerofilni bakterie, které taxonomicky spadaji do tiidy
Spirochaetes, fadu Spirochietales a celedi Spirochaetaceae. Je 52 znamych druhii rodu
Borrelia. Jednadvacet z nich patti do skupiny zpusobujici lymeskou borelidzu, 29 je
puvodcem tzv. navratné horecky (relapsing fever) a 2 jsou c¢leny tieti skupiny (Cutler et

al, 2016).

Délka spirochét se rizni — mohou byt dlouhé 8 pm (B. coriaceae sp.) (Burgdorfer
et al, 1982; Hovind-Hougen, 1984) az 20-30 um (B. burgdorferi) (Lane et al, 1985). Siika
spirochét se udava od 0,2-0,3 pum (B. burgdorferi) (Burgdorfer et al, 1982; Hovind-
Hougen, 1984) az k 0,35-0,5 um (B. recurensis a B. persica) (Hovind-Hougen, 1974,
Karmi et al, 1979). Jako pro ostatni spirochéty pro né plati, Ze buiiky maji helikélni tvar a
jejich vnéj$i membréna obklopuje protoplasmaticky cylindricky komplex skladajici se
z peptidoglykanu, vnitini bunééné membrany a cytoplasmy. Bic¢iky se nenachdzi na
povrchu buiniky, nybrz v periplasmatickém prostoru mezi vnéj§i membranou a
protoplasmatickym cylindrem (Holt, 1978; Johnson 1977). Jsou pfichyceny na obou
koncich bungk, je jich 7-11 a u stfedu buiiky se vzdjemné piekryvaji (Barbour & Hayes,
1986). Biciky jsou slozeny ze dvou proteint — FlaB, ktery mé v bicicich majoritni
zastoupeni, a FlaA (Ge et al, 1998). Biciky slouzi nejen k charakteristickému
Sroubovitému pohybu bakterie, ale téZ k udrzeni bunééného tvaru (Motaleb et al, 2000).

Schématicky nékres borelie je na obrazku 1.
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Obr. 1: Schematicky nakres borelie (Rosa et al, 2005).

B. burgdorferi ma neobvykly genom skladajici se z linearniho chromozomu o 910
kilobazich a nejméné 12 linearnich a 9 kruhovych plasmidi. Nékteré z plazmida koduji
proteiny fungujici jako faktory virulence, k nimz patii i linedrni plasmid lp-28 kodujici
antigenni variace. Kultivaci mize dojit ke ztraté nekterych z nich, ¢imz i k poklesu ¢i
ztrateé virulence. Bakteridlni genom borelii obsahuje geny pro hemolyzu a opravy DNA a
proteiny pro vypuzeni antibiotik (Casjens, 2000). Nemaji vSak zadné geny pro biosyntézu
Zivin a pro pfeziti a rist tedy potfebuje komplexni zZivné médium (Barbour & Hayes,

1986; Tilly et al, 2008).

Jak bylo feceno vySe, borelie jsou ptivodcem zavazného onemocnéni lymeska

borelidza, které je nejcastéjsi infekci prenaSenou klistaty v Ceské republice a zaroven

nejcastéjsi antropozoondzou v Evropé, Asii a Severni Americe.

1.2 LYMESKA BORELIOZA

Lymeska boreliéza je infekéni onemocnéni zplisobené nekterymi druhy rodu
Borrelia. V Evrop€ a Asii jsou za nejvice ptipadu lidskych onemocnéni zodpovédné tii
druhy rodu Borrelia: B. burgdoferi sensu stricto (s.s.), B. garinii a B. afzelii, které
spolecné spadaji pod komplex B. burgdoferi sensu lato (Baranton et al, 1992). Ve
Spojenych statech americkych je hlavnim vinikem onemocnéni druh B. burgdoferi s.s.

(Stanek et al, 2012).



Klinicky popis lymeské boreliozy jako infekéniho onemocnéni poskytl Dr. Alan
Steere s kolegy az v roce 1977, ptestoze jeji pfiznaky byly zaznamenany jiz dfive. V té
dob¢ byla také vyslovena domnénka, ze je onemocnéni mozna pienaseno clenovci
(Arthropoda) na zakladé geografickému umisténi nakazené¢ho obyvatelstva a sezonnimu
vyskytu nakaz (Steere et al, 1977). Nasledn¢ byly Dr. Willy Burgdorfem a jeho
spolupracovniky pozorovany spirochéty ve tkani zazivaciho traktu klistat, kterd byla
nasbirana v endemické oblasti vyskytu lymeské boreliézy (Burgdorferi, 1982). Kdyz byly
tyto spirochéty injikovany do kralikli, objevila se na k0zi pokusnych zvifat vyrdzka
podobna erythema migrans a séra pacientl s lymeskou boreliézou reagovala s bakteriemi
V nepiimé imunofluorescencni assayi. Bakterie tak dostala nazev po svém objeviteli —
Borrelia burgdoferi (Johnson et al, 1984). Nakonec byla bakterie kultivovana i z pacientl
nakazenych lymeskou boreliézou, ¢imz se oficialné potvrdil pivodce této nemoci (Steere

et al, 1989).

Typické symptomy lymeské borelidzy se obycejné d€li do tii fazi, z nichz prvni
faze propuka prvni az druhy tyden po pienosu a vyznacuje se charakteristickou Sifici se
cervenou skvrnou s centralnim vyblednutim v misté prisati klistéte, nazyvajici se
erythema migrans (Wormser et al, 2006). Spolu s ni se mohou objevit i typické chiipkové
pfiznaky jako je nevolnost, horecka ¢i bolesti kloubi. AZ u 20% ptipadi neléenych
infekei je toto stadium jedinych projevem lymeské borelidzy (Nowakowski et al, 2009;
Nowakowski et al, 2001; Wormser et al, 2005)

Nékolik mésicti po prvni fazi se u pacientii mize objevit faze druha, pti které se
spirochety §ifi z kiize do sekundarnich organti. V této fazi byva obvykle napaden nervovy
systém hostitele, coz zptisobi lymeskou neuroboreliézu — LNB, dale druha faze postihuje
srdce (karditida), klouby ¢i o¢i (Bartinek et al, 2006; Duray & Steere, 1988).

Pokud nemoc neni 1é¢ena vhodnymi antibiotiky, miize se po né€kolika mésicich az
letech projevit tieti, chronicka faze onemocnéni. Vyznacuje se hlavné jako acrodermatitis
chronica atrophicans — ACA, Herxheimerova nemoc, projevujici se vyraznou atrofii a
ztenCeni kuze, a chronickd artritida, kterd je velice té€zce IéCitelnd. Chronicka
neuroboreliéoza ma formu chronicky progresivni encefalomyelitidy, postihuje kognitivni a
pamétové funkce ¢i se projevi jako chronicka periferni neuropatie (Wormser et al, 2000;

Aberer, 2007).



Borelie infikuji Sirokém spektrum obratlovct, hostiteli mohou byt savci, jestérky 1
ptaci (Anderson & Magnarelli, 1985; Anderson et al, 1986; Levin et al, 1985; Donahue et
al, 1987; Brown & Lane, 1992; Levine at al, 1996; Clark et al, 2005). Klistata rodu
Ixodes ptenasi spirochéty mezi hostiteli a zatim se ukazaly byt jedinymi pfirodnimi
vektory, které mohou lymeskou borelidozou nakazit ¢loveéka (Lane et al, 1991). Svétové se
vektofi a reservoary infekce lisi a prekryvaji — na severovychodé a stiedovychodé
Spojenych statti je primarné lidska infekce prenasena klistétem Ixodes scapularis, na
zapadé 1. pacificus (Burgdorfer et al, 1985)). V Evropé a Asii jsou hlavnimi vektory

nakazy I. ricinus a I. persulcatus (Gern & Humair, 2002; Korenberg et al, 2002).

1.3 KLISTE

Klist'ata patii do kmene ¢lenovci (Arthropoda), podkmene klepikatci (Chelicera),
ttidy pavoukovci (Arachnida), podtiidy roztoci (Acari) a fadu klistatovci (Ixodida). Jsou
to obligatni krev sajici ektoparazité, napadajici Sirokou Skalu hostitell — savce, ptaky,
plazy i obojzivelniky (Anderson & Magnarelli, 2008). Klistata délime do tii Celedi —
Ixodidae, tzv. ,tvrd4d klistata,”“ Argasidae, neboli ,,m&kkéd klistata(Oschmann et al,

1999),“ a pak mén¢€ vyznamné Nuttalliedae (Anderson & Magnarelli, 2008).

Klistata funguji jako vektory a rezervoary mnoha patogent, z nichz nékteré jsou
pienosné i1 na clovéka. Patogeny mohou byt ricketsie a jiné baterie, viry a protozoa.
NejznaméjSimi bakteridlnimi onemocnénimi pfendSenymi témito ¢lenovei jsou lymeska
borelidéza, navratnd horecka (relapsing fever), tyfus, horecka skalistych hor, skvrnita
horec¢ka zptisobena ricketsii R. helvetica, ehrlichiézni anaplasmoza a tularémie. Mezi
viroveé ndkazy prenaSené klist'aty patii kliStova meningoencefalitida, Koloradska klist'ova
horecka a Krymsko-konzska hemoragickd hore¢ka. Z protozoi pienaseji klist'ata
babeziozu (Parola et al, 2005; Spach et al, 1993; Burgdorfer, 1975; Mixson et al, 2006;
Olano & Walker, 2002). Klist'ata téZ mohou zpusobit tzv. kliStéci paralyzu, kterd neni
zpusobena Zadnymi infekénimi organismy, nybrZz neurotoxinem produkovanym ve

slinnych Zlazach téchto roztoci (Edlow & McGillicuddy, 2008).

V Evropé je nejvice zastoupen druh Ixodes ricinus z ¢eledi Ixodidae. Toto ,,tvrdé*
klist¢ se vyznacuje typickym tfihostitelskym cyklem, kdy kazdé stadium (obr. 2) saje

pouze na jednom hostiteli. V ptirodnich podminkach trva vyvoj klistéte 2-3 roky. Dospéla



oplodnéna samice naklade nékolik tisic vajiek, z nichz se vylihnou Sestinohé larvy. Ty
obvykle saji na drobnych obratlovcich, které po nasati opoustéji a pfeméni se v osminohé
nymfy. Po dalSim nasati se nymfa méni v osminohého dospélce. V dospélém stadiu jiz
saje jen samicka, obvykle po dobu 5-12 dni, zatimco samecek se s ni béhem sani spaii a

oplodni ji. Samicka poté naklade vajicka a uhyne (Walker, 2001).

Obr. 2: Vyvojova stadia klistéte I. ricinus — larva, nymfa, dospélec samice a dospélec
samec (Humair & Gern, 2000).

14 VZTAH KLISTETE A BORELIL

Pii séani klistéte je umoZnén ptenos borelii z infikovaného kliStéte na nového

hostitele. Tento pfenos je usnaditovan latkami obsazenymi v kliStécich slinach.

Borelie obvykle nejsou schopny jiného pfenosu nez prenosu vektorem — klistétem,
jehoz sliny usnadiiuji ptenos, pfeziti a mnozeni patogenu v novém hostiteli (Nuttall et al,
1994). Souhrnné se tomuto zptsobu prenosu, kdy krev sajici vektor napomaha slozenim
svych slin pfenosu infekéniho agens, fika SAT (saliva-assisted transmission) — slinami
asistovany pienos (Jones et al, 1987). Vzhledem Kk tomu, Ze transovarialni ptenos borelii v
klistéti nebyl pozorovan, vSeobecné se predpoklada, ze borelie se do klistéte dostavaji pfti

sani krve nakaZenych hostitell, obvykle divokych hlodavct (Pal et al, 2003; Munderloh



& Kaurtti, 1995). Spirochéty diseminuji spolu s pozienou krvi z nakazeného hostitele do
klistéte, kterému kolonizuji stievo. Ve stfevé ziistavaji az do dalSiho sani, kdy cast
spirochét sttevo opusti, ivaduje do slinnych 714z a spolu se slinami se pfendsi na dalSiho

hostitele (de Silva & Fikrig, 1995).

Povrchovy protein OspA se na povrchu B. burgdorferi vyskytuje hojné, ale béhem
sani klistéte a prenosu do dalsiho hostitele je silné down-regulovany (Schwann et al 1995;
Ohnishi et al, 2001). Studie naznacuji, Zze OspA je adhesin nutny k pfeziti a udrzeni
spirochet v klistécim stifevé, nez dojde k sani a pfenosu patogenu na dal§iho hostitele.
Ptichycuje se ke klistécimu receptoru TROSPA (tick receptor for OspA) (de Silva et al,
1997; Pal et al, 200; Yang et al, 2004). OspB, dalsi stfevni adhesin (Fikrig, 2004), BptA,
lipoprotein neznamé funkce, a produkt genu BB0690, ktery pravdépodobné dopomaha
k rezistenci proti oxidativnimu stresu (Boylan et al, 2003), jsou nejspiSe téz soucasti
strategie preziti bakterie v klistéti (Neelakanta et al, 2007; Revel et al, 2005; Li et al,
2007).

Béhem sani klistéte se spirochety aktivuji, zmnozi se a putuji do slinnych zlaz.
Migrace a ptenos do hostitele trva vétSinou 48-60 hodin, takze k ndkaze pti vcasném
odstranéni klistéte nemusi dojit. Pii sani dochazi vlivem vnéjsich signali jako je teplota a
pH a vlivem RpoN-RpoS regulaéni kaskady, kterd je nutna pro migraci borelii do
slinnych Zlaz, ale ne pro pteziti v klistéti (Fisher et al, 2005), ke snizeni exprese OspA a
zvySeni exprese OspC na bunééném povrchu. OspC usnadiiuje migraci do slinnych 714z a
je nezbytné nutny k infikovani dalsiho hostitele (Caroll et al, 1999; Schwann et al, 1995;
Stevenson et al, 1995; Gilmore & Piesmam, 2000; Fingerle et al, 2007, Schwan, 2003).

1.5 REAKCE HOSTITELE NA INFEKCI B. BURGDORFERI

Po proniknuti do hostitele vyvolavaji borelie silnou imunitni odpovéd, které se

ucastni jak vrozend nespecifickd imunita, tak imunita specificka ziskana.

Spirochety B. burgdorferi obsahuji hodné lipoproteint, které jsou rozpoznavany
hlavné ptes TLR2 (Hirschfeld et al, 1991), ale i jiné TLR receptory jako je TLR7 a TLR9
se aktivuji boreliemi (Petzke et al, 2009). Rozpoznani vede k produkci prozanétlivych
mediator jako jsou interleukiny IL-1B, IL-6, IL-10 a IL-12, a k produkci tumor

nekrotizujiciho faktoru (TNF) monocyty, makrofagy, neutrofily a dendritickymi buitkami
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(DCs) (Suhonen et al, 2003; Dennis et al, 2009; Steere et al, 2004; McKisic & Barthold,
2000). Tyto cytokiny jsou nutné k pfivolani dalSich slozek vrozené imunity, ale také
k vyvoji ziskané imunity (McKisic & Barthold, 2000). IL-1 je vSeobecné prozanétlivy
cytokin, IL-6 stimuluje maturaci B-lymfocytt (Habicht et al, 1985) a TNF se ucastni
zanétlivé odpoveédi (Radolf et al, 1991; DeFosse & Johnson, 1992). Druhou linii obrany
hostitele tvoii ziskana imunita, ktera se sklada z T a B lymfocytd, jejichz aktivace
postupné vede k odstranéni spirochet. Aktivované T-pomocné (Th) bunky se diferencuji
na Thl, Th2, Thl17 a Th regula¢ni bunky (Zhu & Paul, 2008). Thl buiky jsou
zodpovédné za imunitni odpovéd’ proti intracelularnim parazitim, zatimco Th2 jsou
zodpovédné za imunitu proti extracelularnim (Mosmann & Sad, 1996). Efektorovymi
buitkami Thl imunity jsou hlavné makrofagy, stimulované INF vy, zatimco za efektorové
buitky Th2 imunity povazujeme hlavné zirné bunky, stimulované IL4. INF y a IL-4 se
proti sobé chovaji antagonisticky a zaroven se negativné ovliviiuji. Th 17 bunky produkuji
IL-17 a castni se obrany proti houbam a nékterym extracelularnim bakteriim (Peck &

Mellins, 2010).

Spirochety mohou byt téz zabity komplementovou kaskadou, nejcastéji jeji
alternativni cestou, kterou aktivuji slozky bakterialnich povrchl. Faktor C3 se tak Stépi
alternativni C3-konvertazou na C3a a C3b. Fragmenty C3b se vaZi na bunétny povrch
patogenu a funguji jako opsoniny, zatimco fragmenty C3a maji chemotakticky ucinek pro
fagocytujici buiky. Z ¢astt molekul C3-konvertazy pak vznikaji komplexy C5-
konvertazy, Stépici C5 na C5a a C5b, coz vede ke zformovani komplexu atakujiciho
membranu (MAC) a lyze bunky (Hovius et al, 2007). B. burgdorferi je vSak schopna
komplementové kaskadé nékolika zpusoby uniknout (Hallwage et al, 2001; Alitalo et al,
2001; Alitalo et al, 2002; Kraiczy et al, 2001a; Kraiczy et al, 2001b; Kraiczy et al, 2003;
Pausa et al, 2003).

Jednou z hlavnich slozek imunitniho systému, ktera se ucastni imunitni reakce

proti boreliim, jsou dendritické bunky.



1.6 DENDRITICKE BUNKY

Dendritické buiiky jsou buniky imunitniho systému povazované za nejucinnéjsi

rrrrrr

rozvijejici antigenné specifickou ¢asti imunitniho systému.

DCs jsou specialni leukocyty vznikajici z CD34 pozitivnich prekurzor v kostni
dfeni, které migruji do riznych organi, kde se dale diferencuji (Galy et al, 1999). Mezi
tyto organy patii predevsim tkan¢, které prichazi do styku s vn&jsim prostiedim, jako jsou
travici trakt, dychaci trakt a klize (Granucci et al, 2005; Lipscomb & Masten, 2002). DCs
zastavaji jedine¢nou funkci (Obr. 3) v imunitni odpovédi — jsou spojenim nespecifické a
specifické imunity (Steinman, 1991). Naivni DCs neustdle pomoci fagocytozy,
makropinocytdzy, receptorem zprosttedkované endocytézy nebo piimym kontaktem
s apoptotickymi ¢i infikovanymi buiikami sbiraji antigeny a prezentuji je na svém
povrchu (Albert et al, 1998). Jejich hlavnim tukolem neni destrukce patogenu, ale
prezentace jeho antigenl imunitnimu systému (Steinman, 1991). Nezralé DCs zachyti
patogen, zpracuji ho, migruji do lymfatickych uzlin, kde jako zralé DCs prezentuji antigen
naivnim T-buikam, a zaroven u nich dojde ke zvySeni exprese MHCII molekul. T-
lymfocyty se po interakci s DCs aktivuji a dojde K jejich dalsi diferenciaci (Banchereau &
Steinman 1998; Granucci et al, 2005).
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Obr. 3: Role dendritickych bunék v imunité (Moniuszko et al, 2013).
DCs jsou déleny do nékolika podskupin:

. bunky prvni linie obrany — Langerhansovy bunky (CDla+)
v epitelu @ mukoéznich membranach

. myeloidni DCs (CDI11c+; mDCs) v mnoha tkanich na mistech
potencionalniho kontaktu s antigeny v perifernich lymfatickych organech a krvi,
vyviji se z myeloidni kmenové buiiky, jsou vysoce efektivni v prezentaci Ag a
stimulaci T-bunék (Steinman, 2012; Benach et al, 1984; Pashenkov et al, 2001)

. plasmacytoidni DCs (CDllc; pDCs) vkrvi a perifernich
lymfatickych organech v mistech hojnych na T-lymfocyty, vyviji se
Z plazmocytoidni kmenové bunky, specidlné uzpiisobené k produkei INFo, INFf,
INF-I (Liu, 2005), Ag jsou schopné efektivné prezentovat az po patogenem
navozené aktivaci (Villadangos & Young, 2008; Benach et al, 1984; Pashenkov et
al, 2001).

mDCs exprimuji vysoké mnozstvi MHCII molekul, maji vysokou schopnost
fagocytozy, ale nemohou se rozmnoZzovat, zatimco pDCs exprimuji Vysoké mnozstvi
TLR7 a TLR9 molekul, jejich schopnost fagocytézy je nizka, ale jsou schopny

produkovat vysoké mnozstvi INF v odpovédi na infekci (Pashenkov, 2001).

I kdyZ hlavnim znakem pDCs je produkce interferonii typu I, bylo dokazano, ze
jsou schopny stat se antigen prezentujicimi buiitkami a za ptitomnosti IL3 béhem maturace

navozovat Th2 odpoveéd’ (Pashenkov, 2001).

Jak jiz bylo zminéno, mDCs pohlcuji patogeny, coz zpusobi jejich maturaci,
migraci do sekundarnich lymfatickych uzlin a prezentaci antigeni T lymfocytum.
V zavislosti na okolnostech maturace (druh a sila Ag, pfitomnost cytokinii apod.) mDCs
navozuji Thl (bunénd odpovéd T lymfocytl), nebo Th2 (humordlni odpovéd B
lymfocyt) odpovéd’ (Pashenkov, 2001). Aby bylo dosazeno aktivace T lymfocytd, musi
bunka od mDC dostat tii signaly. Prezentace antigenu molekulou MHCII pfedstavuje
prvni signal. Druhy signal je podminén zvysenou expresi kostimula¢nich molekul CD40,
CD80 a CD86 na DCs. Tieti signal pak uréuje polarizaci odpovédi. Pokud DCs sekretuji
IL-12, vyvine se odpovéd” smérem k Thl, zatimco za jeho nepfitomnosti navozuji imunitu

Th2 (Villadangos & Young, 2008). Mechanismus navozeni Th2 imunity jest¢ neni plné



znamy, predpoklada se, ze mDCs ji navozuji za pfitomnosti signala jako je EDN (eosin-

derived neurotoxin) ¢i antigeny helminti a podobné (McDonald & Maizels, 2008).

Vzhledem k vysoké heterogenité populaci se DCs dale rozdéluji do mnoha dal$ich
podskupin v zavislosti na jejich povrchovych znacich, produkovanych cytokinech a

vlastnostech (Merad et al, 2013). Nékteré z podskupin DCs jsou na obrazku 4.

@ T~
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/ Myeloid \ Lymphaiicx Sk
stem cell stem cell

©

CD34+CLA+ CD34+CLA- Monocytes Plasmocytoid cells Precurser
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CD14+ CD11c—

'

CD11c+CD1a+ CD11c+CD1a-
|\
Langerhans DC Interstitial DC Myeloid DC Plasmocytoid DC IFN-prod.killer DC

Obr. 4: Linie dendritickych bunék (Schott, 2006).

K rozpoznani patogentt DCs slouzi pattern-recognition receptors (PRRs) na jejich
povrchu, které rozpoznavaji pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), mezi které
patii hlavné lipopolysacharid z gramnegativnich bakterii, lipoproteiny, petidoglykany,
mikrobidlni DNA a jiné vysoce konzervované struktury patogend, které se nenachéazi u
savcl (Granucci et al, 2005). Hlavnimi PRRs jsou Toll-like receptory (TLRS) (Medzhitov
& Janeway, 2000). Na obrazku 4 jsou vypsany znamé TLRs a jejich ligandy.
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FRocoptor

Ligand
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TIR1/TIR6 (heterodimer)

Triacylové lipopeptidy
Solubilni foktory
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TIR2/TIR1 [heterodimer)

Lipoprotein/lipopeptidy
Peptidoglykan
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Lipoarabinomanan
Glykoinositolfosfolipidy
Glykolipidy

Poriny

Atypicky lipopolysacharid
Atypicky lipopolysacharid
Zymosan

Rozné patogeny
Grampozitivni bakterie
Grampozitivni bakterie
Mykobakterie
Trypanosoma cruzi
Treponema maltophilum
Neisseria

Leptospira interrogans
Porhyromaonas gingivalis
Plisné

TLR6/TIR1 [heterodimer)

Diacylové lipopeptidy
Lipoteichoovd kyselina
Zymosan

Hsp 70 Hostitel
TIR3 Dvojvlaknova RNA Viry

Poly ( C | Syntefické slouéeniny
TLR4 (homodimer+ Lipopolysacharid Grom-negativni bakterie
MD2, CD14) Taxol Rostliny

Fozni protein RSV virus

Hsp 60 Chlamydia pneumeniae

Hsp 70 Hostitel

Fibronektin Hostitel

Oligosacharidové fragmenty | Hostitel

kyseliny hyaluronové

Fragmenty heparan sulfaty Hostitel

Fibrinogen Hostitel
TIRS Flagellin Bakterie

Mykoplazmata
Grampozitivni bakterie
Plisné

TIR7 Imidazechinolin, loxoribin, Syntetické slouéeniny
broprimin
Jednovlaknova RNA Viry
TLR8 Imidazochinolin Syntetické slou€eniny
Jednovlaknova RNA Viry
TIR® Nemetylované CpG sekvence | Bokterie a viry
prokaryotické DNA
TIR10 Neznamy Neznamy
TLRT Neznémy Uropatogenni bokterie

Obr. 5: TLR receptory, jejich ligandy a piivod ligandi (Hoftejsi a Bartinkova, 2005)

Aby byly DCs schopné aktivovat naivni T-lymfocyty, musi u nich dojit
k maturaci. Maturace je obvykle spusténa produkty mikrobialnich a virovych patogenu
jako jsou LPS, CpG DNA nebo dsRNA (Kaisho & Akira, 2001). K maturaci mize téz
dochéazet vlivem prozanétlivych cytokinii jako jsou TNFa a IL-1B. Bylo ovSem téz
dokazano, ze v bunéénych kulturaich DCs mize dojit k maturaci i mirnym naruSenim
kultury (Pierre et al, 1997). To mize byt problém pii provadéni nékterych experimentt,

jelikoz jsou k nim nezbytné naivni DCs. Znamkou maturace byva zvySena exprese
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molekul MHCII na jejich bunécném povrchu (Cella et al, 1997a; Pierre et al, 1997).
DalSimi znaky maturace je zvySend exprese kostimula¢nich molekul CD40, CD80 a
CD86, stejné tak jako sekrece mnoha cytokini a chemokini (Cella et al, 1997b; Luster,
2002; Banchereau & Steinman, 1998). Za znak kompletn¢ zralych DCs je povazovan
CD83 (Zhou & Tedder, 1996; Zhou & Tedder, 1998). Rozdily mezi nezralymi a zralymi

DCs jsou na obrazku 6.

IL-10

pathogens
cytokines
T cells
IMMATURE DC MATURE DC

High intracellular MHCII (MIICs) High surface MHCII
Endoc&tosns mcludmg FcR Low endocytosis and FCR
Low C High CD54, 58, 80, 86
Low CD40, CD25 IL-12 High CD40, CD25 IL-12
Low CD83, p55 Hi h CD83, g
Low granule antigens ngh M342, 2A1, MIDC-8 antigens
Actin cables No actin cables

Obr. 6: Rozdil naivnich a maturovanych dendritickych bunék (Banechereau & Steinman,
1998).

Prezentaci antigenu denritickymi buiikami ptedchazi pohlceni cizorodé castice

mechanismem fagocytozy.

1.7 FAGOCYTOZA

Fagocytoza je d¢€j, pti kterém dochazi k pohlceni a zni€eni cizorodého materialu,

napf. bakterii ¢i vlastnich poSkozenych a odumfelych bunck.

Jhbpa se o endocyticky proces pohlcovani pevnych ¢astic z okolniho prostiedi
bunkami. Bunky rozpoznavaji a pohlcuji ¢astice vétsi nez 0,5um do vakuol opatfenych
membranou tzv. fagozomtl. Takto se builky zbavuji cizorodych Ccastic, mikrobl a

poskozenych ¢i nakazenych bun€k vlastniho téla. Fagocytéza je prvnim krokem
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k zahajeni hostitelské obrany a zanétu, odstraiuje obrovské mnozstvi starych bunék, které
kazdodenné umiraji, a ma svoji tlohu pfi emryonalnim vyvoji a prestavovani tkani

(Anderen & Underhill, 1999; Underhill & Ozinsky, 2002).

Fagocyt6za se objevila jiz v pocatcich evoluce, kdy ji jednobunétné organismy
vyuzivaly jako zplisob vyzivy, zatimco u mnohobunétnych organisml se vyvinuly
specializované fagocyty jesté pred vyvinem vaskularniho systému. Profesionalni fagocyty
se setkavaji s rozmanitou Skdlou Castic, od patogenti az k apoptotickym bunkam, takze

musi nést rizné receptory k rozpoznavani a zachyceni téchto odlisnych cilt.

Fagocyty neboli bunky schopné fagocytozy, délime na ,,neprofesionalni® a
,profesionalni,” v zavislosti na stupni jejich schopnosti fagocytovat. VSechny sav¢i buiky
jsou schopny z prosttedi pfijmout makromolekuly a ¢&astice vramci pinocytozy
(,,buné&Eného piti“, malé castice, hl. tekutiny a plyny) ¢ pomoci receptory
zprostiedkované endocytozy (Doherty & McMahon, 2009). Profesionalni fagocyty jsou
oproti nim vybaveny mnohem vét§im mnozstvim receptort pro receptory zprostredkované
pohlceni, jejich membréna je specializovéna a jsou schopny pohltit mnohem vétsi Castice
s mnohem vétsi specifitou. Mezi profesiondlni fagocyty patfi mnoho druhl bilych
krvinek, jako jsou neutrofily, monocyty, makrofagy a dendritické bunky (Hofejsi &
Barttnkova, 2005).

Schopnost makrofagi pohltit a degradovat at uz cizorodé castice ¢i bunky
vlastniho té€la a prezentovat jejich antigeny zavisi na tkanich, kde makrofagy sidli.
Napftiklad subkapsuldrni sinové makrofagy efektivné sbiraji vzorky svého prostredi, avSak
maji jen omezenou schopnost jejich degradace a prezentace antigenti. Tyto bunky
prohledavaji periferni mizni uzliny, sbiraji v nich antigeny a ptedavaji je schopnéjsim
antigen prezentujicim bunkam, jako jsou dendritické buiiky a folikularni DCs, které
zachycuji opsonizovany Ag CRI, CR2 a FcyRIlb a takto ho prezentuji B ly
v germinalnich centrech, aby se z nich mohly stat pamét'ové bunky (Cyster, 2010; Phan et
al, 2007; Carrasco & Batista, 2007; Junt et al, 2007; Szakai et al, 1983; Asano et al,
2011).

Aktivace makrofagli mize byt zpiisobena mnoha podnéty v jejich mikroprostiedi —
cytokiny produkovanymi buiikami vrozené 1 ziskané imunity, ligandy receptort
spfazenych s G proteinem, ligandy TLR receptort a pfitomnosti cilil jako jsou apoptické

bunky (Mosser & Edwards, 2008). Né&které studie dokonce prokazuji, ze aktivace
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makrofagii miize byt ovlivnéna pfimo tvarem buné¢k a stupném adheze (McWhorter et al,

2013).

Fagocytujicimi buiikkami je rozezndvano velké mnozstvi ligandii (Underhill &

Ozinsky, 2002). Efektivni rozpoznani téchto ligandti vyZadovalo evoluci vysokého poctu

receptortt s odliSnou selektivitou. Mnoho typli receptorii je exprimovdno na jednom

fagocytu a spolupracuje v detekci a pohlceni ¢astic, ovSem ne vSechny receptory, které se

fagocytdzy ucastni, jsou tzv. fagocytarnimi receptory (Obr. 7). Nékteré slouzi k navigaci a

modulaci odpovédi, pti¢emz samy jsou neschopné fagocytézu zahdjit.

Receptory
Opsonizujici receptory
Fc receptory
FecyRI (CD64)
FcyRlIla (CD32a)
Rllc (CD32¢)
Rlila (CD16a)
FcoRI (CD89)
FceRI
CRI (CD3S)
Integriny

CR3 (aMB2, CD11W/CD18, Mac-I)

CR4 (uX B2, CD11/CDI18, gp150/95)
aSBI (VLA-S)
PRRs
Dectin-1 (CLEACT7A)
CD14
Mandzovy receptor (CD206)
BAIl
Scavengerové receptory
CD36
MARCO
Scavender receptor A (CD204)
Apoptické receptory mrtvych bunék
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TiM-4
BAII
Stabilin-2
CD300f
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vysoka afinita k 1gG3, nizka ai stfedni k IgGI>IgG4
IgAl, IgA2

IgE

Cig, C4b, C3b, mandza vazalici lektin

IC3b, faktor X, faktor H, t-PA, fibrinogen, kininogen,

fibronektin, kolageny, elastiza, plasminogen, ICAM, GPIb,

denaturované proteiny

iC3b, fibrinogen, ICAM, denaturované proteiny
fibronektin, osteopontin
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LPS
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fosfatidylserin
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Obr. 7: Lidské fagocytarni receptory (Freeman et al, 2014)
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Obecné proces fagocytdézy probiha ve Ctyfech krocich: aktivni pohyb fagocytu,

adherence, ingesce a intracelularni degradace. Je zndzornén na obrazku 8.
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Obr. 8: Schematické znazornéni fagocytozy (Underhill & Goodridge, 2012).

Fagocytoza je zahdjena chemotaxi, kdy jsou bud’to z poSkozeného mista rliznymi
burikami vyplavovany chemotraktanty v podobé chemokint, nebo jsou chemoatraktanty
pifimo nékteré slozky patogend. Fagocyty migruji do mista se zvySujicim se gradientem
chemoatraktantti, na povrchu endotelii se zvySuje se exprese adhezint, fagocyty ptilnou
K vnitinimu povrchu cévy a prostupuji pomoci diapedézy jeji sténou do tkani.
Vyznamnymi chemoatraktanty fagocytli jsou formylpeptidy bakterii, C5a sloZzka
komplementu, Leukotrien B, PAF a cytokiny TNF-a. a GM-CSF. Na neutrofily navic
pusobi jesté IL-8 a na monocyty TGF-f a chemokiny MIP, MCP a RANTES (Toman et

al, 2009; Jilek, 2005).

V dalsi fazi dochazi k navazani ¢astic na povrch fagocytu, které obvykle usnadnuji
opsonizace, pii které se na fagocytovanou castici nalepi opsoniny, Stépy C3 slozky
komplementu nebo protilatka IgG, které se pak z druhé strany vazi na receptory na
fagocytu a tvoii tak jakysi ,,fagocytarni most.“ Slozka C3b se vaze na CR1 receptor pro
komplement na membrané fagocytu, iC3b se vaZze na CR3 a IgG na receptor FcyR I, II
nebo 11l (Toman et al, 2009). Vyznamnymi opsoniny jsou téz proteiny akutni faze jako je

sérovy lektin vazajici mandzu, fibronektin, fibrinogen, C-reaktivni protein a sérovy

15



amyloid P (Hotej$i & Bartiinkova, 2005). Nékteré slozky mikrobialnich bunék jako jsou
lipopolisacharidy, peptidoglykany a vybrané sekvence nukleovych kyselin se mohou
vazat ptimo na Toll-like receptory a lektinové receptory fagocytu, aktivovat jej a ptimo

tak indukovat fagocytdzu i bez opsonizace (Jilek, 2005).

Kromé¢ TLR zprostiedkované fagocytézy ma rozeznani PAMPs prostifednictvim
TLRs jesté dalsi ulohu. Nejenze spousti degradaci patogenti a ndslednou prezentaci jejich
antigenil, rozpoznani patogenu vede téz k expresi genli pro zanétlivé cytokiny a
kostimula¢ni molekuly. Bylo prokézano, ze kdyz v buiice chybi TLR2/TLR4 nebo
MyD88, bézny adaptor v TLR signalizaci, je fagocytdza bakterii véetné Escherichia coli,
Salmonella typhimurium a staphylococcus aureus narusena v dasledku naruseni maturace
fagozomu (Blander & Medzhitov, 2004). N¢které studie navic naznacuji, ze TLR
zprostiedkovana MyD88 dependentni aktivace p38 je nutnd k maturaci fagozomu
(Blander & Medzhitov, 2004; Doyle et al, 2004). Dale byl zkouman vliv prestimulace
TLRs na fagocytozu E. coli DH5a a E. coli K1 myS$imi mikroglialnimi bufikami a ptislo

se na to, ze prestimulace TLRs fagocytdzu vyrazné zvysuje (Ribes et al, 2009).

Receptory pro Fc fragment protilatek (FcyR I, II, III, FcaR, FceRI a FceRII)
funguji jako iontové kandly a v momenté, kdy se na n¢ protilatky navazi, se oteviou a do
buiitky mohou vstupovat sodikové ionty. Dochézi k membranové depolarizaci a uvolnéni
vapenatych iontd z intracelularniho prostoru. Tim se spousti mnoho d&t vcetné

oxidativniho vzplanuti fagocytu (Toman et al, 2009).

Receptory pro komplement aktivuji fagocyt az druhym signalem (cytokiny,
fibronektin, kaminin aj.), pficemz se fosforyluje proteinkinaza C. Po vazbé dochazi
k vychlipovani membrany fagocytu v tzv. pseudopodie, které obklopuji pohlcovanou
castici. Pak dochdzi k Gplnému oddé€leni ¢asti membrany, kterd uzavie fagocytovany
material do vacku zvaného fagozom (Toman et al, 2009). Jeden fagocyt je schopen béhem
hodiny pohltit stovky castic tuSe, desitky bakterii ¢i 2-8 kvasinek. Pfi ingesci dochazi ke
zméné tvaru 1 vnitiniho uspofddani buiiky, coz zajistuji hlavné tubuly cytoskeletu (Jilek,

2005).

Féaze degradace, neboli usmrceni pohlcenych mikrobt, tzv. cidie, zacina tim, ze
fagozom se zivymi mikroby splyva s lysozomy za vzniku fagolyzozomu. Tentyz lysozom

je schopen splyvat opakované s vice fagozomy. Ve fagolyzozomu dochazi k digesci —
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traveni pohlceného materidlu. Lyzozomy totiz obsahuji mikrobicidni latky, které

rozliSujeme do dvou skupin podle jejich piisobeni (Jilek, 2005).

Prvni skupina zahrnuje latky odvozené z kyslikového metabolismu buiky, jako
hydroxylovy radikal, superoxid, singletovy kyslik a peroxid vodiku. Tyto slouceniny
poskozuji mikroby svymi oxidativnimi ucinky. Metabolity kysliku dale mohou za
pritomnosti enzymu myeloperoxidaza a chloridovych ionti ménit aminokyseliny na jejich
chloraminy, které maji t¢Z mikrobicidni G¢inky. Reaktivni kyslikaté slouceniny se tvoii az
po aktivaci pohlcenym materidlem, kdy buitka mnohonédsobné zvysi tvorbu oxidantt,
cemuz se fika metabolické oxidativni vzplanuti (nebo téz respiracni) (HofejSi &

Bartunkova, 2005; Jilek, 2005).

Druha skupina baktericidnich latek lyzozomu je na kysliku nezévisla a latky, které
do ni patii, maji rizné mechanismy ucinku. Sem fadime naptiklad enzym lysozym, ktery
rozpousti buné¢nou sténu grampozitivnich bakterii, a laktoferin, ktery vaze zelezo a
odniméd ho mikrobiim, ktefi bez n&j nemohou zit. Zajimavosti z této skupiny jsou tzv.
defenziny, kationické bilkoviny, které se zanotfuji do bunécné membrany patogent a

vytvareji v nich pory. Podobné plisobi i cathelicidiny (Jilek, 2005).

Lyzozomadlni enzymy jsou schopné §tépit nukleové kyseliny, nukleotidy, proteiny,
lipidy i sacharidy (Toman, 2009). Usmrcené patogeny a ostatni ¢astice a makromolekuly
jsou ve fagocytu hydrolyzovany pomoci enzymii na nizkomolekularni fragmenty, z nichz
vétSinu bunika uvolni, ale ¢ast se pfesouva do vezikul ER, kde jsou zachyceny MHCII,

aby je buiika mohla prezentovat na svém povrchu (Jilek, 2005).

V ramci fagocytozy fagocyty produkuji fadu cytokinli. Monocyty a makrofagy
sekretuji do svého okoli cytokiny IL-1a, IL-1pB, IL-3, TNF, IL-8, IL-12 a GM-CSF. IL-1 a
TNF-a podporuji zanét a aktivuji mnoho bun€k imunitniho systému. IL-1 je endogenni
pyrogen zpiuisobujici horecku, ¢imz zvySuje ucinnost fagocytézy a dalSich zanétlivych
déji. TNFo ma prozanétlivy a protinddorovy ucinek. IL-12 ma regulaéni funkci
v diferenciaci pomocnych T lymfocyti a prosazuje Thl odpoved’ podporujici specifické
bunécné imunitni reakce na tkor odpovédi humoralni (Jilek, 2005). Neutrofily produkuyi
méné cytokini, ale je jich vice v misté zanétu. Zprostiedkuji syst¢émovou odpovéd na
zangt (IL-1, IL-6, TNF), amplifikuji zanétlivou reakci (IL-8), reguluji hematopoezu (IL-3,
GM-CSF) a reguluji diferenciaci T-lymfocyti (IL-12). Produkty eosinofili jsou IL-5,
MIP-1a, ECP, TGF-a a TGF-P (Horejsi & Barttnkova, 2005).

17



1.7.1 COILING FAGOCYTOZA

Specialnim druhem fagocytozy je tzv. coiling fagocytéza (Obr. 6), ktera byla
puvodné popsana u bakterie Legionella pneumophila (Horowitz, 1984). Zatimco u bézné
fagocytozy fagocyt symetricky obklopi mikroorganismus a vytvoii okolo né¢j fagosomalni
membranu, pii coiling fagocytdoze dochdzi ke spirdlovitému obtoCeni patogenu jedinou
panozkou a vtazeni celého komplexu do buiiky (Rittig et al, 1999). V zévislosti na druhu
patogenu se panozkovy kotou¢ (coil) pfeméni bud’ na replikativni vakuoly, na nichZ jsou
prisedlé ribozomy (Horowitz, 1984), nebo na zénu prostou organel (organelle exclusion
zone) (Rittig et al, 1992). Morfologické rozdily mezi mikropinocytézou, béZznou

fagocytdzou a coiling fagocytdzou je vyobrazen na obrazku 9.

MACRO- CONVENTIONAL COILING
PINOCYTOSIS PHAGOCYTOSIS PHAGOCYTOSIS

Obr. 9: Schematicky nakres morfologické charakterstiky makropinocytézy, konvenéni

fagocytdzy a coiling fagocytozy (Rittig et al, 1998).

Tento nekonvenéni zpisob fagocytézy byl pozorovan i u rodu Candida
(McKinney et al, 1977), bi¢ikovce Trypanosoma brucei (Stevens & Moulton, 1987) a
promastigotu Leishmania donovani (Chang, 1979). Bylo prokazano, ze profesionalni
fagocyty takto pohlcuji i spirochety Borrelie burgdorferi (Rittig et al, 1998; Rittig et al,
1992). Zda se dokonce, ze coiling fagocytdéza je pii pohlcovani B. burgdorferi
preferovana pied fagocytézou konvencni (Rittig et al, 1992). Fotografie coiling

fagocytdzy borelie z konfokéalniho mikroskopu je na obrazku 10.
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F-actin

Obr. 10: Fotografie z konfokalniho mikroskopu znazoriujici coiling fagocytozu B.
burgdorferi lidskym makrofagem (barveni: F-actin — RPF-Lifeact; B. burgdorferi — GFP)
(Linderlab.de).

1.7.2 FAGOCYTOZA DENDRITICKYCH BUNEK

Fagocytdza u dendritickych buné€k ma své charakteristické znaky. Oproti ostatnim
fagocytim jejich hlavnim ukolem neni bezprostfedni odstrafiovani patogentll, nybrz

prezentace jejich antigent ostatnim bunkam.

Dendritické buniky po pohlceni fagocytovanych ¢astic maturuji v zavislosti na typu
maturac¢niho signalu, tj. druhu patogenu (¢i mrtvé buniky aj.) a tkanég, ve kterém se builka
s fagocytovanym materidlem setkala. Nezralé DCs exprimuji velké mnozZstvi
fagocytarnich receptort, véetné lektind, scavengerovych receptort a patogen-specifickych
receptorit (Banchereau et al, 2000). Oproti ostatnim fagocytiim, které jsou schopné
fagocytovat opakovan¢, DCs maturacnim procesem schopnost fagocytozy ztraceji kviili
zménam aktivity Rac a Cdc42 (Nobes & Marsh, 2002). DCs jsou téz schopné tzv.
zktizené prezentace, pii které prezentuji exogenni antigeny s MHCI, coZ byva mnohdy
nutné k cytotoxické odpovédi proti bakteriim, nddorim, nékterym virim a zaroven i

k toleranci vlastnich buné€k (Rock et al, 1990; Heath et al, 2004).
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Degradace ve fagozomu DCs je pfisn¢ regulovana. Fagozomy DCs obsahuji
hlavné endopeptidazy, exopeptidazy, esterdzy a reduktazy (Riese & Chapman, 2000;
Maric et al, 2001). Nejvice obsahuje cysteinovych protedaz (katepsin S, B, H a L),
asparatovych proteaz (katepsin D a E) a asparginové endopeptidazy (AEP) (Lennon-
Dumenil et al, 2002; Honey & Rudensky, 2003). Schopnost fagozomalni degradace DCs
je ovsem i pres velké mnozstvi enzymil oproti degradaci v makrofazich nizka (Delamarre
et al, 2005). To muze byt zpisobeno niz§im mnozstvim AEP, katepsinu S, D, L a B oproti
makrofagim (Delamarre et al, 2005), ale téZ piisnou kontrolou pH fagozomu, které
prvnich par hodin fagocytdzy zlstava téméi neutralni (Savina et al, 2006). Bylo téz
dokazano, ze proteazy v DCs neslouzi pouze k fagozomalnimu rozkladu. Katepsin S, AEP
a cystatin C kontroluji zpracovani Ii fetézce, ¢imz maji vliv na intracelularni transport
MHCII a prezentaci antigenu CD4" T lymfocytéim (Driessen et al, 1999; Manoury et al,
2003; Pierre & Mellman, 1998).

Snizend fagozomalni degradace oproti ostatnim fagocytim miiZze byt vysvétlena
pravé tim, ze ukolem DCs je spiSe prezentace antigenu, nez odstraiiovani patogent. Pro
zdarnou prezentaci je totiz nutné, aby nebyl material degradovan pftili§ a nedoslo tak ke

ztraté cennych epitopti pro T lymfocyty.

1.8 UNIK BORELIE IMUNITNIMU SYSTEMU

Béhem sani klistéte borelie infikuji hostitele, coz vyvolava silnou nespecifickou i
specifickou imunitni odpovéd’. Aby se borelie chranily pted utokem imunitniho systému,
vyvinulo se u nich mnoho zplisobi, jak imunitni reakci potlacit, nebo obejit. Mezi né€ patii
napiiklad inhibice komplementu, antigenni variabilita, vdzani protilatek rozpustnymi

antigeny a dalsi.

Prvni z piekazek, které musi borelie v téle hostitele pickonat, je opsonizace
patogenu komplementovym systémem. Alternativni drdha aktivace komplementu
(pfirozena imunita) pouzivd specifickych proteinti a jejich rozstépenych produkti
k privolani fagocyti a zaroven rozklada bunéénou membranu infekénich agens. Bunky
hostitelského organismu maji na svém povrchu bud’ regulatory aktivace komplementu,
nebo jsou schopny vazat komplement-inhibi¢ni faktory a vyhybaji se tak destrukci

komplementem. Mnoho bakterii pouziva podobnych mechanismii. B. burgdorferi vaze
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faktor H a/nebo FHL-1/reconectin proteiny rodinou povrchovych lipoproteini (OspE,
p21, ErpA, a ErpP) (Hellwage et al, 2001; Alitalo et al, 2002), jimiz na sv{ij bunéény
povrch pripoutd hostitelské proteiny a je tak rozpozndvana jako vlastni bunka. U B.
burgdorferi byly pozorovany jesté dal$i podobné proteiny, nazvané BbCRASP-1,
BbCRASP-2 a BbCRASP-3 (Kraiczy et al, 2003; Kraiczy et al 2001b). Ackoliv rezistence
ke komplementu nebyla prokazana jako ptimy dusledek vazani H faktoru, rezistence a
citlivost na sérum u tii genotypd B. burgdorferi sensu lato (B. garinii, B. afzelii a B.
burgdorferi sensu stricto) byla vzdy spojena s druhy vazajici faktor H (Kraiczy et al,
2001a; Kraiczy et al, 2001b). Mechanismus rezistence ke komplementu pravdépodobné
spoc¢iva v inaktivaci hlavniho komponentu komplementarni kaskady, C3b, kterda byla
pozorovana jak u k séru rezistentnim kment, tak u kment, které jsou k séru citlivé
(Alitalo et al, 2001). Nekteré studie naznacuji, ze B. burgdorferi mozna produkuje
protein, ktery napodobuje rozsifeny regulator aktivace komplementu hostitele — CD509,
ktery zabraiiuje vytvofeni membrany atakujiciho komplexu (MAC), ktery je poslednim

krokem komplementem-mediované buné¢né destrukce (Pausa et al, 2003).

B. burgdorferi je téZ schopna potlacit bunkami-zprostiedkovanou imunitni reakci.
Ptikladem je jeji schopnost stimulovat svymi lipoproteiny lymfocyty a

monocyty/makrofagy k produkci protizanétlivého cytokinu IL-10 (Giambartolomei et al,
1998; Murthy et al, 2000).

Borelie jsou téZ schopny vézat hostitelské protilatky vypousténim rozpustnych
antigent, které pak s protilatkami tvofi imunokomplexy (protilatka:antigen). Takto mohou

zabranit opsonizaci protilatkami (Schutzer et al, 1990; Coyle et al, 1990).

Mezi vyznamné zpusoby uniku borelie pied imunitnim systémem hostitele patii
zména povrchovych proteinll. Antigenni variabilita téchto proteinli je velice podobna
VSG (variable surface glycoprotein) trypanosom, ktery jim pomaha obejit imunitni
systém hostitele. Poprvé byly geny antigenni variace identifikovany u B. hermsii a
oznaceny jako vmp — variable membrane protein (Plaster et al, 1985). Mechanismem
celého jevu je, Ze kdyZz na borelie zautoci protilatky hostitelského imunitniho systému,
patogen se promeéni, vytvoii jiné povrchové antigeny a pied protilatkami se ukryje. Hlavni
antigenni variaci prochazi protein OspE (Sung et al, 2000), k obchdzeni hostitelské
imunity je vSak pouzito i snizeni exprese dalSich povrchovych proteini — OspC a OspA

(Xu et al, 2006).
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Proti toxickym sloucenindm kysliku a dusiku, které jsou tvotfeny hostitelem jako
reakce na prinik bakterie do téla, se mize borelie branit aktivaci stresovych genl pro

produkci enzymi, ¢imz se chrani pied oxidaci (Boylan et al, 2003).

B. burgdorferi téz vypousti lipozomalni vacky zvané blebs, do kterych jsou
zacClenény antigeny OspA, OspB, OspD a protein p100. Blebs maji afinitu k endotelovym
bunkdm a nejspiSe boreliim napomahaji pfezit v obéhovém systému. In vitro pokusy
naznacuji, ze by mohly byt i zallenény do cytosolu a jadra dendritickych bunék,
lymfocytl a fibroblastt, coz by vedlo k tvorbé CD-8-pozitivnich T-lymfocytt, které by
pak mohly zabijet vlastni buniky a byly by tak zodpovédné za vyskyt autoimunitnich

reakci. Tato teorie vSak zlstava nepotvrzena (Beermann et al, 2000).

Vlivem penicilinu se mize B. burgdorferi pfeménit na cystickou formu (Preac
Mursic et al, 1996), kterd je odolngjsi, a zase z cystické formy se umi proménit zpét
v pohyblivou spirochetu. Cysty jsou pokryty VISE (variable lipoprotein surface-exposed)
a OspA proteiny, maji minimaln¢ 20 novych antigent (Alban et al, 2000).

1.9 VLIV KLISTECICH SLIN NA HOSTITELE

Aby bylo umoznéno sani kliStéte na hostiteli, musi klisté¢ rozrusit pokozku a
vytvofit rdnu zasobenou krvi. K tomu je zapotiebi zastavit krevni srdzeni a vyhnout se
imunitni reakci hostitele. BEhem koevoluce se svymi hostiteli si klist'ata vyvinula mnoho
mechanismd, jak obejit jejich hemostatickou a imunitni bariéru. Téchto mechanismu pak
dale vyuzivaji borelie, které se spolu se slinami dostavaji do krevniho ob&hu hostitele.

Uvedu tedy nekteré ptiklady ucinku slin a nékterych molekul, které se v nich nachazi.

oy w1

imonomodula¢nich molekul (Ribeiro et al, 1985; Hovius et al, 2007). Sliny mnoha druht
klistat inhibuji fadu funkci imunitniho systému vcetné aktivace komplementového
systému (Ribeiro, 1987), fagocytozy a destrukce patogent (Ribeiro et al, 1990; Kuthejlov
et al, 2001), produkce prozanétlivych cytokinii (Ramachandra & Wikel, 1992), aktivity
NK buné¢k (Kopecky & Kuthejlov, 1998) a proliferace T a B-lymfocytti (Hannier, 2003).
Bylo také zjisténo, ze klistéci sliny odklani imunitni systém k odpovédi typu Th2, ktera je

charakterizovana vysokou produkci cytokini IL4 a IL10, a nizkou produkci cytokint
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INFy a IL12 (Ferreira & Sliva, 1999; Schoeler et al, 1999; Christe et al, 1999; Mejri et al,
2001).

Prvni ptfekazkou, kterou musi klistata pfi sdni na hostiteli piekonat, je
hemostaticka bariéra. Vlivem srazlivosti krve by obvykle doslo k zastaveni krvéaceni a
znemoznéni sani. Proto klistéci sliny obsahuji mnoho latek, diky nimz tento problém
piekonavaji. Sliny obsahuji antikoagulanty, které inhibuji faktor Xa nebo trombin (Wikel,
1996). Napriklad ve slinach klistéte |. scapularis byl objeven protein Ixolaris, ktery
inhibuje aktivaci faktoru X ptes tkanovy faktor a faktor VIla ( Francischetti et al, 2002) a
Salp14 inhibujici faktor Xa (Narasimhan et al, 2002). Proti shlukovani krevnich desticek
se ve slinach nachazi apyrédza, kterda hydrolyzuje ADP a ATP na AMP (Ribeiro et al,
1991), disagregin (Karczewski et al, 1994), variabilin (Wang et al, 1996) ¢i
prostaglandiny a integriny branici vazbé fibrinogenu na krevni desticky (Ribeiro et al,
1988).

Klistéci sliny také obsahuji latky blokujici u¢inky histaminu a serotoninu z granul
bazofilli a Zirnych bunék (Paesen et al, 1999). Jsou jimi histamin vazajici proteiny (HBP).
Sliny Rhipicephalus appendiculatus obsahuji lipocaliny vazajici pouze histamin, zatimco
sliny Demacentor reticularis v sobé maji homologni protein, ktery vaze histamin i
serotonin (Paesen et al, 2000). Klisté I. scapularis naopak zvolilo jinou cestu a spolu se
slinami vypousti do rany histamin uvolnujici faktor tHRF (tick histamine release factor),
ktery se vaze na bazofily a nuti je k uvolnéni histaminu. Nasledkem toho se zvysi

propustnost cév a ptitok krve do rdny, coZ usnadnuje sani klistéte (Dai et al, 2010).

Klistata si také vyvinula latky, diky nimZ jsou schopné sat na hostiteli né€kolik dni,
aniZ by je imunitni systém zaregistroval. Takovymi latkami jsou naptiklad evasiny,
proteiny, které se vazi na chemokiny a neutralizuji je, takZe pod jejich vlivem nedojde

k aktivaci bunék nespecifické imunity (Déruaz, 2008).

Vzhledem ke skutecnosti, Ze se v praci zabyvam dendritickymi bunikami, uvedu

nékolik molekul z klistécich slin, které n&jakym zpisobem ovliviiuji funkei DCs.

Bylo dokazéno, Ze imunosupresivni efekt klistécich slin je vyuzivan kliStaty
prenaenymi patogeny. Tento efekt se nazyva SAT (saliva-actived transmission) (Nuttall
& Labuda, 2004). Hlavnim prokazanym SAT faktorem je Salpl5, imunomodula¢ni

protein ze slin Ixodes scapularis, ktery se vaze na povrch borelii, chrani je pted
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protilatkami a komplementem, a inhibuje T lymfocyty a DCs (Anguita et al, 2002;
Ramamoorthi et al, 2005).

Protein Iris z I. ricinus inhibuje INFy, IL-6 a IL-8, snizuje produkci TNFa
makrofagy, je inhibitorem serinovych proteaz a ma antihemostatické ti¢inky (Leboulle et

al, 2002; Prevot et al, 2006; Prevot et al, 2009).

Jako dal$i imunomodulac¢ni latky klistécich sliny byly ozna¢eny PGE2 a sialostatin
L (SialoL) z I. scapularis. PGE2 vaze IL-2 a blokuje tak jeho ucinek. SialoL inhibuje
cysteinovou protedzu — ma vysokou afinitu ke katepsinu L a ¢astecnou ke katepsinu C
(Sa-Nues et al, 2009). Vazba na katepsin S uvnitt DCs vede k naruSeni a ztizeni finalniho
zpracovani antigenu a tvorbé komplextit s MHCIIL. Tim SialoL inhibuje maturaci DCs
zpiisobenou patogeny a vede k inhibici proliferace antigen specifickych T lymfocytl (Sa-
Nues et al, 2009). Inhibici cysteinovych protedz dochazi k inhibici aktivace serinovych
proteaz V granulech cytotoxickych lymfocytt (CTL), NK bun¢k, zirnych bunék a
neutrofilli. Také potlacuje proliferaci CTL a migraci neutrofild (Horka et al, 2011;
Kotsyfakis et al, 2006; Sa-Nunes et al, 2009). SialoL potla¢uje produkci IL-9 Th9
podporuje in vivo pienos B. burgdorferi (Kotsyfakis et al, 2010) a inhibuje kaspazou 1
mediovany zanét pii infekci Anaplasma phagoccytophilum (Chen et al, 2014). Potlacuje
také signalizaci INF - naruSuje signalni transdukci spousténou interferonem snizenim
forforylace STAT-1/2 proteind, a tim negativné ovliviiuje INF-B zprostfedkovanou
indukci tzv. ISG-interferonem stimulovanych genti v bunikach stimulovanych LPS a

podporuje replikaci viru TBE v DCs in vitro (Lieskovska et al, 2015).

Japanin, lipocalin z klistéte Rhipicephalus appendiculatus, ma velice zajimavé
uéinky na dendritické buriky. Bylo dokazano, ze se k DCs specificky vaze a moduluje
jejich maturaci. Pfidanim japaninu do kultury lidskych DCs dochazi ke sniZeni upregulace
CD86 a CD83 po stimulaci LPS a snizeni produkce prozanétlivych cytokint IL-1 3, 1L-6
inhibi¢ni molekuly CD274. Maturaci DCs vsak nebrani uplné - nemé vliv na expresi
MHCII a kostimula¢ni molekuly CD40. Dal§im jeho efektem je inhibice diferenciace
monocytl na dendritické buiiky (Preston et al, 2013).
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Aktivaci B lymfocytd béhem pocatecni faze mize negativné ovlivnit B-cell
ihibitory protein z I. ricinus (Hannier et al, 2004). Produkci kyslikovych radikalt
neutrofilii zase inhibuji proteiny ISL 929 a ISL 1374 (Guo et al, 2009).

vvvvvv

proliferaci T-lymfocyti a produkei Th1 cytokint jako jsou INFy a IL-2. Salp15 ve slinach
klistéte ovlivituje funkci DCs (Zajkowska et al, 2012; Hovius et al, 2008), coz nepfimo
potlacuje aktivaci T lymfocytt (Dai et al, 2009). Salp15 ovliviiuje DC-SIGN receptor na
DCs, coz vede ke snizeni produkce prozanétlivych cytokint (IL-12, IL-6, TNFa), které
jsou nutné pro aktivaci T lymfocyti v lymfatickych uzlinach, a pfimo vaze CD4 receptory
lymfocytl, a tak je v misté zanctu inhibuje. Podobné také snizuje sekreci IL12p70, IL6 a
TNFa DCs v reakci na LPS.

Jednim nedavno charakterizovanym proteinem je IRS-2 (Ixodes ricinus serpin-2)
nachazejici se ve slinach klistéte Ixodes ricinus. IRS-2 inhibuje chymotrypsinu podobné
serinové proteazy katepsin G a chymazu. Katepsin G produkuji aktivované neutrofily,
chymazu produkuji zirné buiky a oba enzymy jsou vyznamnou soucasti zanétlivé
odpovédi. Katepsin G je navic zapojen v bunééné signalizaci, ktera vede k aktivaci a
agregaci desti¢ek. Shlukovani desticek je timto zplisobem IRS-2 ovlivnéno. DalSimi
schopnostmi IRS-2 je inhibice trombinu, nasledkem ¢ehoz vede k potlaceni shlukovani
desti¢ek. Pfi uméle vyvolaném zénétu u mys$i téZ vyvolava inhibici otoku a sniZeni
migrace neutrofili do zdnétlivé tkdn¢ (Chmelat et al, 2010). IRS-2 rovnéz potlacuje

diferenciaci Th17 bunék potlacenim IL-6/STAT-3 signalni drahy (Palenikova et al, 2015).

Pozorovani téz ukazala, ze vystaveni DCs klistécim slindm in vitro snizuje jejich
maturaci na zékladé CD40, TLR9, TLR3 a TLR7 ligace, stejné tak jako snizuje prezentaci
antigenu. Ptridanim klistécich slin in vivo byla pak signifikantné snizena maturace a ¢asna
migrace DCs z ktize do lymfatickych uzlin, stejné tak jako schopnost DCs lymfatickych
uzlin prezentovat rozpustné antigeny specifickym T lymfocytim. DCs vystavené
klistécim slindm selhaly v navozeni U¢inné Thl a Th17 polarizace a prosazovaly Th2

odpovéd’ (Skallova et al, 2008).
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2 CILE PRACE

1. Vliv Kklistécich slin na produkci cytokini a chemokini dendritickymi
buiikami po stimulaci boreliemi

2. Vliv kliStécich slin na fagocytézu borelii dendritickymi buiikami

3. Vliv Klistécich slin na expresi gent dendritickych bunék tcastnicich se

fagocytozy
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 MATERIAL
311 MYSI

V pokusech byly pouzity samice imbrednich mysi kmene C57BL/6 (AnLab) ve
stafi Sesti az osmi tydnd. Mysi byly pouzity k izolaci kostni dfené a nasledné derivaci
dendritickych bunék. Byly chovany v bariérovém chovu zvéfince katedry Medicinské
biologie Pfirodovédecké fakulty Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich za

standardnich podminek.
3.1.2 KLISTATA A SLINY

Dospélé samicky klistat Ixodes ricinus nachytané vlajkovou metodou v okoli
mésta Ceské Budgjovice byly ponechany sat na mordatech 6-7 dni. Nasata klistata omyta
V 15% etanolu byla pfipevnéna na podlozni sklicka, na které se modelinou upevnila
kapiléra, ktera se kliStéti nasadila na hypostom. Na hibet kliStéte se nakapalo a rozetielo
1-2ul (v zavislosti na velikosti klistéte) roztoku pilocarpinu (2,5mg pilocarpinu/150ml

etanolu) k vyvolani slintani.

Podlozni sklicka s klist'aty byla uloZena do krabi¢ek na vlhkém filtracnim papiru a
uloZena do CO; termostatu o teploté 34°C. Kapilary byly pribézné kontrolovany, nejdéle
po dvou hodinach se vSechny kapilary odebraly a jejich obsah byl vyprazdnén do
ependorfky na ledu. Takto ziskané sliny se ptefiltrovaly ptes 0,22um (Millex-GV) filtr a
zméfila se u nich koncentrace celkové bilkoviny podle Bradfordové (Bradford, 1976).

Takto ziskané sliny byly skladovany pii -70°C pro dalsi pouZziti.
3.1.3 BORELIE

V pokusech byly pouzity spirochéty Borrelia burgdoferi sensu stricto (ATCC) a
Borrelia burgdorferi 297-GFP laskavé poskytnuté Dr. J. Randolfem péstované v Barbour-
Stoenner-Kelly-H (BSK-H) mediu (Sigma) s 6% krali¢im sérem pii 34°C. Pied pouzitim
byly borelie spocitany dle Magnusona (Magnuson et al, 1948). Na podlozni sklicko bylo
naneseno 3,5ul boreliové suspenze a prekryto krycim sklem o rozmérech 18x18mm. Poté
byl v temném poli optického mikroskopu (zvétseni 400x) urcen pocet borelii v 20-ti

zornych polich. Vysledny pocet borelii v 1ml byl pak vypocitan podle vzorce:
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pocet bor./ml=a*redéni #5,01%10°
kde a znamena pramérny pocet borelii ze 20-ti zornych poli.

Nasledn¢ bylo odebrano potiebné mnozstvi suspenze, ktera byla centrifugovana

pii 8000g 15 minut. Stocené borelie byly rozsuspendovany Vv zavislosti na dal$im postupu.
3.1.4 REKOMBINANTN{ PROTEIN IRS-2

Rekombinantni protein IRS-2 byl laskavé poskytnut RNDr. J. Chmelaifem, PhD.

3.2 METODY

3.2.1 MERENI PRODUKCE CYTOKINU A CHEMOKINU DENDRITICKYMI
BUNKAMI PO STIMULACI BORELIEMI

Material: BMDC médium — RPMI (Biowest) + 10% teleci fetalni sérum (Biowest) +
50 uM 2-ME (Sigma-Aldrich) + 100 pg/mL penicilin (Biowest) + 100
U/mL streptomycin (Biowest) + 2 mM glutamin (Biowest) + 30 ng/ml
GM-CSF (PeproTech)

MEM (Biowest) — Minimal Essentional Medium

Kompletni PRMI - RPMI (Biowest) + 10% teleci fetalni sérum (Biowest) +
50 uM 2-ME (Sigma-Aldrich) + 100 pg/mL penicilin (Biowest) + 100
U/mL streptomycin (Biowest) + 2 mM glutamin (Biowest)

PBS; izopropanol; 0,84% NH,CI

Certifikovana desticka Costar

Array firmy R & D Systems

ELISA kity firmy eBioscience

ELISA Kity firmy PeproTech

3.2.1.1 Izolace kostni diené a derivace BMDC

Mys byla usmrcena zlomenim vazu. Kostni dfeii byla izolovdna z holennich a

stehennich kosti a rozsuspendovana v MEM (Minimal Essentional Medium). Suspenze se

28



prefiltrovala pies 70 um BD filtr (Corning, 70 um nylon) a sto¢ila na centrifuze (10 min,
170g). Lyza erytrocytil se iniciovala pfidanim 2ml 0,84% NH4CI ohiatého na 37°C. Po 2
minutdch se lyza zastavila pfidinim 10ml MEM. Bunky se spocitaly v Biirkerové
komiirce, stoily a nafedily v BMDC médiu na koncentraci 2,5x10%/10 ml. Bun&éna
suspenze se rozdélila do bakteridlnich Petriho misek (10ml na misku) a kultivovala se
v CO; termostatu s 5% CO; pti 37°C.

Médium se bunkdm ménilo 3. den, kdy se pouze ptidalo 10ml Cerstvého média, a
podle druhu pokusu jesté 6. den, kdy se odebralo 10ml starého média a ptidalo 10ml
Cerstvého. Osmy den se buriky sesbiraly lehkym oplachnutim proudem média a byly
nasazeny na experiment. V piipadech, kdy se sledovala fagocytoza, byly buiiky nasazeny

na experiment 6. den.

3.2.1.2 Design pokusu a aktivace DC

Bunky se derivovaly 8 dni podle postupu v 3.2.1.2. Poté byly dendritické bunky
naneseny na 96-jamkovou kultivaéni desticku (TPP) vobjemu 200ul na jamku
v kompletnim RPMI médiu Vv piipadé¢ metody ELISA a na 6-jamkovou kultiva¢ni desticku
(TPP) v objemu 2 ml na jamku v kompletnim RPMI médiu v ptipadé cytokinové arraye.
Vyslednd koncentrace bunék byla 1x10%/ml. Buniky byly inkubovany 24 hodin pii 37°C
s 5% COa.

Samotna aktivace probihala druhy den. K buiikdm se ptidali jednotlivé aktivatory

podle nasledujiciho schématu:

Ke skupiné, u které se zkoumal vliv proteinu IRS-2, byl protein piidan o vysledné

koncentraci 6uM s naslednou inkubaci 2 hodiny.

Ke skuping, u které se zkoumal vliv klistécich slin, byly sliny pfidany o vysledné

koncentraci 01 pg/ml s naslednou inkubaci 4 hodiny.

Ke vSem skupinam, kromé skupiny negativni kontroly, byly po inkubaci pfidany
borelie, které byly resuspendovany v kompletnim RPMI a pfidany v objemu 10ul
k buinkam. Pocet borelii byl 10 spirochet na 1 bunku (2 mil. spirochét/200 tis. bun¢k/j.).

Z bungk byl po 24 hodinach odebran supernatant a dale analyzovan.
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3.2.1.3 Proteome Profiler — Mouse Cytokine Array Panel A

Pro stanoveni relativniho mnozstvi cytokinli a chemokinti byla pouzita Array
firmy R&D Systems - Proteome Profiler — Mouse Cytokine Array Panel A. Postup byl
provadén dle navodu dodaného vyrobcem. Metoda byla zaloZzena na principu
imunodetekce. Chemiluminiscencni signal na membranach byl sniman V pfistroji

ChemiDoc MP firmy Bio-Rad a data byla zpracovana v programu Image Lab Software.

3.2.1.4 Cytokinova ELISA

Pro stanoveni absolutni koncentrace cytokint byly pouzity Ready-Set-GO! ELISA
Kity (e-Bioscience). Vlastni testovani probihalo v 96-jamkovych mikrotitra¢nich
destickach (Costar), postup byl provadén dle navodu dodaného vyrobcem. Supernatant
byl testovan na cytokiny IL-1-a, IL-6, IL-10 @ TNF-a Pokus byl provadén v triplikatech.
Absorbance byla méfena na vertikalnim spektrofotometru (Synergy H1 microplate reader,

BioTek) pti 450nm pomoci programu Gens.

3.2.1.5 Chemokinova ELISA

Pro stanoveni absolutni koncentrace chemokini byly pouzity kity firmy
PeproTech — Murine MIP-1p Mini ELISA Development Kit, Murine MIP-2 Mini ELISA
Development Kit, Murine JE(MCP-1) Mini ELISA Development Kit a IL-1ra Quantikine
ELISA kit od firmy R&D. Vlastni testovani probihalo v 96-jamkovych mikrotitracnich
destickach (Costar), postup byl provadén dle navodu dodaného vyrobcem. K dokonceni
reakce byl pouzit substrat TMB (eBioscience). Pokus byl provadén v triplikatech.
Absorbance byla méfena na vertikalnim spektrofotometru (Synergy H1 microplate reader,

BioTek) pii 450nm pomoci programu GenS.

3.2.1.6 Statistické vyvhodnoceni dat

Vsechny pokusy byly provadény v triplikatech. Statistické vyhodnoceni dat bylo
provadéno v programu GraphPad Prism pomoci jednocestné analyzy variance a Tukeyho
Post Hoc testu. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P<0,05) jsou v grafech
oznaceny hveézdickami (jedna hvézdicka pro P<0,05, dvé pro P <0,01, tfi pro P<0,001 a
¢tyti pro P<0,0001). Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako aritmeticky pramér namétenych

hodnot + stfedni chyba praméru (SEM).
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3.2.2 MERENI FAGOCYTOZY BORELIi DENDRITICKYMI BUNKAMI

3.2.2.1 Design pokusu

Pro tento pokus byly pouzity bunky vyderivované podle postupu v 3.2.1.2.
K buiikdm byly ptidany eFluor670 (eBioscience) znacené borelie ATCC nebo borelie

GFP a byla zkoumana jejich fagocytdza v ¢asovych intervalech 10 min, 30 min a 60 min.

3.2.2.2 Pfiprava bunék

Bunky byly po Sesti dnech derivace nasazeny na U-panel (Nunc) v kompletnim
RPMI médiu s 5ng/ml GM-CSF v koncentraci 100 000 bunék/100ul.

Bunky byly rozdéleny do 4 skupin:

A. pro zkoumani adheze borelii drzené pti 4°C bez slin

B. pro zkoumani adheze borelii drzené pti 4°C se slinami

C. fagocytujici bez slin

D. fagocytujici se slinami

Dv¢ skupiny (B, D) byly nejdiive preinkubovany s klistécimi slinami (10pg/ml)

po dobu 4 hodin v CO, termostatu pti 37°C. Poté se vSechny skupiny na 15 minut nechaly
vychladit na 4°C a byly k nim pfidany borelie. Po piidani borelii (GFP nebo ATCC
znacené eFluor 670) se buiiky dale chladily pti 4°C. Po uplynuti 30 minut se skupiny C a
D piesunuly do 37°C CO; termostatu, kde mohlo dochézet k fagocytdze, skupiny A a B
byly ponechany ve 4°C. Po uplynuti ¢asovych intervala (10 min, 30 min a 60 min) byly
buiky dvakrat promyty v PBS s 1% BOFES (2 min, 500g) a obarveny FACS protilatkami
S fluorochromem. Poté byly bunky dvakrat promyty (2 min, 500g) a byla méfena

fagocytoza.

3.2.2.3 Piiprava GFP borelii a borelii zna¢enych eFluor 670

l. GFP borelie byly spocitany a potiebné mnozstvi suspenze bylo sto¢eno pfi
8000 g po dobu 15 minut. Pelet borelii byl rozsuspendovan v PBS s 1% BOFES a ptidan
v objemu 10ul k bunikam. Pocet borelii byl 10 spirochet na 1 buiiku (1 mil. spirochet/100
tis. bun¢k/j.).

. ATCC borelie byly spocitany a potfebné mnoZzstvi suspenze bylo stoceno

pi1 8000g po dobu 15 min. Borelie byly nasledn¢ dvakrat promyty PBS (stoCeny pfi
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8000g, 15 min). Poté byly borelie nafedény dvojnasobnou koncentraci finalni koncentrace
v PBS. Byl ptipraven 10 uM roztok Cell Proliferation Dye eFluor 670 (eBioscience)
v PBS, ktery se smichal 1:1 s pfipravenymi boreliemi a vSe bylo peclivé promichéno.
Nasledovala inkubace na tfepacce pfi 37°C ve tmé 10 minut. Barveni bylo zastaveno
pfidanim pétinasobného mnozstvi kompletniho média s 10% BOFES. Roztok byl pak
inkubovan na ledu po dobu 5 min. Borelie poté byly tfikrat promyty PBS s 1% BOFES a
nafedény v PBS s 1% BOFES na koncentraci 1x10° borelii v 10ul PBS s 1% BOFES.
Takto ptipravené borelie byly hned pouzity.

3.2.2.4 M¢éfeni fagocytozy

Vlastni méfeni fagocytozy probihalo na pritokovém cytometru BD FACSCanto II.
Pred kazdym zahdjenim méfeni fagocytdézy bylo pomoci BD FACSDiva Software
optimalizovdno nastaveni cytometru pro métené buniky. K tomuto ucelu byly zapotiebi
nestimulované BMDC buiiky (ziskané podle postupu v 3.2.1.2.) - neznacené, znacené
CDl1l1c (1ul/100ul) (e-Bioscience) a znacené propidium jodidem (PI) (1pul/ml) (Sigma).
Pomoci CDllc protilatky znacené PE byla vybrana populace dendritickych bunék,
pomoci MHCII protilatky znafené Alexa 700 bylo zjiStovéano, kolik % bunék je
maturovanych. PI pak byla ovéfena Zivotnost bun¢k. Data byla zpracovana v programu

Diva Software 4.

Tabulka 1: Nastaveni cytometru.

Napétina detektorech (V):
FSC 230
SSC 380
FITC (GFP) 400
PE (CD11c) 450

PE-TexasRed (P) 550

APC (eFluor 670) 550
Alexa 700 (MHCII) 600

Window extension 7

3.2.2.5 Statistické vyvhodnoceni dat

Vsechny pokusy byly provadény v triplikatech. Statistické vyhodnoceni dat bylo

provadéno v programu GraphPad Prism pomoci dvoucestné¢ analyzy variance a
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Bonferroniho post-testu. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P<0,05) jsou
v grafech oznaceny hvézdickami (jedna hvézdicka pro P<0,05, dvé pro P <0,01, tii pro
P<0,001 a ¢tyti pro P<0,0001). Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako aritmeticky pramér

naméienych hodnot + stfedni chyba praméru (SEM).

3.2.3 EXPRESE GENU UCASTNICICH SE FAGOCYTOZY V DENDRITICKYCH
BUNKACH

Material: Kompletni RPMI - RPMI (Biowest) + 10% teleci fetalni sérum (Biowest) +
50 uM 2-ME (Sigma-Aldrich) + 100 pug/mL penicilin (Biowest) + 100
U/mL streptomycin (Biowest) + 2 mM glutamin (Biowest)
NucleoSpin RNAII Kit (Macherey-Nagel)
RT? First Strand Kit (Qiagen)
ProtoScript Il — First Strand cDNA Synthesis Kit (NEB - New England
BioLabs)
RT? Profiler PCR Array Mouse Phagocytosis (Qiagen)
Fast Start Universal Probe Master (Rox) (Roche)

Taq Man Gene Expression Assays — Ceacam, B-actin (Applied Biosystems)

3.2.3.1 Design pokusu

Pro tento pokus byly pouZity buniky derivované 8 dni podle postupu v 3.2.1.2. Poté
byly dendritické buinky naneseny na 6-jamkovou kultiva¢ni desticku v objemu 2ml
v kompletnim RPMI. Vysledna koncentrace bungk byla 2x10%/ml. Buiky byly
inkubovany 24 hodin pii 37°C s 5% COZ2. Buiky byly aktivovany stejné jako v 3.2.1.2.,
avSak inkubace probihala 12 hodin. Po 12-ti hodinach se buniky stocily 10 min 500g a
byla z nich izolovana RNA.

3.2.3.2 lzolace RNA

RNA byla izolovana pomoci Nucleic Spin RNA II kitu (Machenery-Nagel).
Postup byl provadén dle ndvodu dodaného vyrobcem. Kvalita a mnozstvi vyizolované
RNA bylo zméfeno na pfistroji Nanophotometer P330 firmy Implen. Koncentrace RNA
dosahovala hodnot od 100 ng/ul do 200ng/ul. Nasledné byla RNA prevedena na cDNA.
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3.2.3.3 Piiprava cDNA

Vyizolovana RNA byla podle potieby zakoncentrovana ve Speedvacu (Thermo
Scientific). Pro potieby arraye byla prevedena na ¢cDNA pomoci RT2 First Strand kitu
(Qiagen) v totalnim mnozstvi 0,8 ug a pro potieby bézné qPCR byla pievedena na cDNA
pomoci ProtoScript II — First Strand cDNA Synthesis kitu (NEB) v totalnim mnozstvi 1
ug. Postup byl provadén dle navodu dodaného vyrobcem. Vzorky byly hned pouzity
k real-time PCR.

3.2.3.4 QgPCR Array — RT? Profiler PCR Array

Pro méteni vlivu klistécich slin na sniZeni ¢i zvySeni exprese gent dendritickych
bun¢k ucastnicich se fagocytézy byla pouzita RT? Profiler PCR Array Mouse
Phagocytosis (Qiagen). Postup byl provadén dle navodu dodaného vyrobcem.
Amplifikace probihala v pfistroji PCR cycler Rotor Gene 6000 (Corbett Research). Data
byla zpracovana podle navodu dodaného vyrobcem a zanalyzovdna v internetovém

programu vyrobce (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php). Grafy

byly vytvoieny v programu GraphPad Prism.
3.2.35 gPCR

Pro potvrzeni vysledkidl zvySeni ¢i snizeni exprese genti z arraye byla provedena
bézna qPCR. Zjistovala se exprese genu pro Ceacam pomoci TagMan Gene Expression
kitu (Applied Biosystems), ktery obsahoval specifické primery pro Ceacam3 i sondu pro
hledany usek. Reakéni objem byl 20 ul: 18ul reakéni smési + 2ul cDNA. Probéhlo 40
cykli pii anealling teploté 60°C.

Slozeni reakcni smési (18ul):

10pl FastStart Universal Probe Master (Rox) (Roche)
1ul TagMan Gene Expression kit (Applied Biosystems)
7ul MiliQ H,O

Jako referen¢ni gen byl pouzit B-aktin. Amplifikace probihala v pfistroji PCR
cycler Rotor Gene 6000 (Corbett Research). Pro kazdy vzorek byla reakce provadéna
v triplikatech.
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Vysledna relativni hodnota exprese genti byla vypocitana srovnavaci Ct metodou

(Livak & Schmittgen, 2001) z nasledujiciho vzorce:

2-aact = [( Ct genu sledovaného cytokinu - Crt referenéniho genu ( 3 -aktin))
stimulovany vzorek - (Ct genu sledovaného cytokinu - Ct referenéniho genu ( 3 -aktin))

kontrolni nestimulovany vzorek], kde Ct predstavuje cyklus, ve kterém fluorescencni

signal piekroci tzv. threshold.
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4 VYSLEDKY

4.1 VLIV KLISTECICH SLIN NA PRODUKCI CYTOKINU A
CHEMOKINU DENDRITICKYMI BUNKAMI PO STIMULACI
BORELIEMI

4.1.1 Stanoveni relativnino mnozstvi cytokini a chemokinii pomoci Mouse Cytokine

Array Panel A

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit vliv klistécich slin a rekombinantniho klistéciho
proteinu IRS-2 na relativni produkci cytokinti a chemokint dendritickymi butikami, které

byly aktivovany boreliemi. Postup pokusu je popsan v kapitole 3.2.1.4.

V arrayi byla zjiStovana relativni produkce interleukinfi, chemokinti, adhezivnich
molekul a inhibitori. Testované molekuly byly BCA-1, C5a, G-SCF, GM-CSF, 1-309,
Eotaxin, SICAM-1, INF v, IL-1 a, IL-1 B, IL-1 ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-
10, IL-12 p70, IL-13, IL-16, IL-17, IL-23, IL-27, IP-10, I-TAC, KC, M-CSF, JE (MCP-
1), MCP-5, MIG, MIP-1 a, MIP-1 B, MIP-2, RANTES, SDF-1, TARC, TIMP-1, TNF a a
TREM-1.

U molekul BCA-1, C5a, Exotaxin, INF vy, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, 1L-12 p70,
IL-17, IL-27, I-TAC, MCP-5 a MIG nebyla zaznamenana zadna produkce.

Graf 1 ukazuje vliv klistécich slin a rekombinantniho klistéciho proteinu IRS-2 na
produkci molekul G-SCF, GM-CSF, 1-309, sICAM, IL-1 a a IL-1 B po stimulaci

boreliemi.

Klistéci sliny signifikantné snizovaly mnozstvi molekul G-CSF, IL-1 a, IL-1, B, I-
309 a sSICAM-1. Rekombinantni protein signifikantné sniZoval relativni mnoZstvi molekul

G-CSF, 1-309, sICAM-1, IL-1 aa IL-1 .
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Graf 1: Vliv klistécich slin a IRS-2 na produkci G-CSF, GM-CSF, 1-309, sICAM-1, IL-1

a a IL-1 B dendritickymi buiikami po stimulaci boreliemi.

V grafu 2 je mozné vidét vliv klistécich slin a rekombinantniho klistéciho proteinu
IRS-2 na relativni produkci molekul IL-1ra, IL-6, IL-10, IL-13, IL-16 a IL-23 a IP-10

dendritickymi bunkami po stimulaci boreliemi.

Po inkubaci s klistécimi slinami doslo k signifikantnimu sniZeni mnozstvi molekul
IL-10 a naopak signifikantnimu zvySeni mnozstvi molekul IL-1ra a IP-10. Vlivem
rekombinantniho proteinu IRS-2 bylo zaznamenano signifikantni snizeni mnoZstvi

molekul IL-6, IL-10 a IP-10. Mnozstvi molekul IL-1ra IRS-2 signifikantné zvySoval.
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Graf 2: Vliv klistécich slin a IRS-2 na produkci IL-1ra, IL-6, IL-10, 1L-13, 1L-16, IL-23

a IP-10 dendritickymi buiikami po stimulaci boreliemi.

V grafu 3 je znazornén vliv klistécich slin a rekombinantniho klistéciho proteinu
IRS-2 na produkci molekul M-CSF, KC, JE (MCP-1), MIP-1 a, MIP-1 B a MIP-2

dendritickymi buiikami po stimulaci boreliemi.

Ukazalo se, Ze kliStéci sliny signifikantné snizovaly mnozstvi molekul JE (MCP-1)
a MIP-1 o a naopak signifikantné¢ zvySovaly mnoZzstvi molekul KC. Rekombinantni
protein IRS-2 signifikantné ovlivnil produkci molekul MIP-1 a, KC a MIP-2, mnozstvi

molekul MIP-1 o bylo sniZzeno, mnozstvi molekul KC a MIP-2 se naopak zvySovalo.
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Graf 3: Vliv klistécich slin a IRS-2 na produkci KC, M-CSF, JE (MCP-1), MIP-1 o,
MIP-1 B a MIP 2 dendritickymi bufikami po stimulaci boreliemi.

Graf 4 ukazuje vliv klistécich slin a rekombinantniho klistésiho proteinu IRS-2 na
produkci molekul RANTES, SDF-1, TARC, TIMP-1, TNF o a TREM-1 dendritickymi

buitkami po stimulaci boreliemi

Vlivem Kklistécich slin doslo k signifikantnimu sniZeni KliStéci mnozstvi molekul
TIMP-1 a TNF a a naopak se signifikantné zvySilo mnoZstvi molekul RANTES a TARC.
Rekombinantni protein IRS-2 signifikantné sniZoval mnoZstvi molekul TIMP-1 a TNF a a

naopak signifikantné zvySoval mnozstvi molekul RANTES.
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Graf 4: Vliv klistécich slin a IRS-2 na relativni produkci RANTES, SDF-1, TARC,
TIMP-1, TNF a a TREM-1 dendritickymi bunikami po stimulaci boreliemi.

4.1.2 Stanoveni produkce cytokinti metodou ELISA

Vysledky ziskané v arrayi jsme se pokusili potvrdit v dalSich experimentech
metodou ELISA. Byl testovan vliv kliStécich slin a rekombinantniho klistéciho proteinu
IRS-2 na produkci cytokina IL-1p, IL-1ra, IL-6, IL-10 a TNFa dendritickymi bunikami,
které byly aktivovany boreliemi. Postup pokusu je popsan v kapitole 3.2.1.5.

Graf 5 ukazuje vliv klistécich slin a rekombinantniho klistéciho proteinu IRS-2 na

produkci IL-1 B, IL-6, IL-10 a TNF a dendritickymi buiitkami po stimulaci boreliemi.

Klistéci sliny signifikantné sniZzovaly produkei IL-1 B (o vice nez 50%) a TNF a
(ptiblizné 0 20%), a naopak zvySovaly produkci IL-10 (pfiblizné o 30 %). Rekombinantni

protein IRS-2 nevyvolal v produkei cytokini zadné signifikantni zmény.
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Graf 5: Vliv klistécich slin a rekombinantniho proteinu IRS-2 na produkci cytokint IL-1
B, IL-6, IL-10 a TNF ..

Graf 6 znédzornuje vliv klistécich slin a rekombinantniho proteinu IRS-2 na

produkci IL-1 ra.

Klistéci sliny ani rekombinantni protein IRS-2 nemély na produkei této molekuly

zadny vliv.
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Graf 6: Vliv klistécich slin a rekombinantniho proteinu IRS-2 na produkci IL-1 ra.
4.1.3 Stanoveni produkce chemokini metodou ELISA

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit vliv klistécich slin a rekombinantniho klistéciho
proteinu IRS-2 na produkci chemokini MIP-1a, MIP-2 a JE (MCP-1) dendritickymi
buitkami, které byly aktivovany boreliemi, a tak potvrdit ¢i vyvratit vysledky ziskané

z arraye popsané v kapitole 4.1.1. Postup pokusu je popsan v kapitole 3.2.1.6.

Graf 7 zobrazuje vliv kliStécich slin a rekombinantniho klistéciho proteinu IRS-2
na produkci chemokint JE (MCP-1), MIP-1 o a MIP-2 dendritickymi bunkami po

stimulaci boreliemi.

Klistéci sliny signifikantné snizovaly produkci JE (téméf o 40%) a MIP-1 a (o
50%). Rekombinantni protein IRS-2 signifikantné snizoval produkci JE (0 20%).
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Graf 7: Vliv klistécich slin a rekombinantniho proteinu IRS-2 na produkci chemokini JE

(MCP-1), MIP-1 o a MIP-2.
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4.2 VLIV KLISTECICH SLIN NA FAGOCYTOZU BORELII
DENDRITICKYMI BUNKAMI

V tomto pokuse byl zkouman vliv klistécich slin na fagocytézu borelii. Postup
pokusu se popsan v kapitole 3.2.2. V experimentu byly pouzity dva typy borélii - Borrelia
burgdorferi 297-GFP a Borrelia burgdoferi sensu stricto (ATCC) barvené barvivem
eFluor 670.

V pokuse byla nejdiive zmétena adheze borelii k buitkdm pti 4°C, jejichz hodnoty

byly poté odecteny od hodnot naméienych u bunék, které fagocytovaly pti 37°C.

Pro ukéazku piikladdm histogramy znazoriiujici adhezi a fagocytézu borelii
v absenci a Vv pfitomnosti klistécich slin, ze kterych pak byla vypocitand adheze a
fagocytdza borelii (Obr. 11, Obr. 12., Obr. 13, Obr. 14).
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Obr. 11: Dendritické buniky inkubované
30 min s GFP boreliemi pii 4°C. P3 —

populace s adherovanymi boreliemi.
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g
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Obr. 13: Dendritické buriky inkubované
10 min s GFP boreliemi pii 37°C. P3 —

populace fagocytujicich bunék.
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Obr. 12: Se slinami preinkubované
dendritické buiiky inkubované 30 min S
GFP boreliemi pii 4°C. P3 — populace

s adherovanymi boreliemi.
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Obr. 14: Se slinami preinkubované
dendritické buiiky inkubované 10 min S
GFP boreliemi pii 37°C. P3 — populace
fagocytujicich bungk.



Vliv klistécich slin na adhezi GFP borelii zobrazuje Graf 8. Inkubace
dendritickych bunék s kliStécimi slinami vedla k signifikantnimu snizeni adheze
v Casovém intervalu 10 min, a to z10% na 7%; v intervalu 30 min doslo
k signifikantnimu snizeni z 13% na 8%; v intervalu 60 min pak doslo je snizeni z 15% na

10,5%.

Adheze GFP borelii

E3 Borelie
E3 Sliny

% bunék s adherovanymi boréliemi

Graf 8: Vliv klistécich slin na % dendritickych bun€k s adherovanymi GFP boreliemi.

Vliv klistécich slin na fagocytéozu GFP borelii dendritickymi butikami zobrazuje
Graf 9. Inkubace dendritickych bungk s klistécimi slinami vedla k signifikantnimu snizeni
fagocytozy v ¢asovém intervalu 30 min a to z 20% na 9%; v intervalu 60 min pak doslo je

snizeni z 26% na 18%.
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Graf 9: Vliv klistécich slin na % dendritickych bunék fagocytujicich GFP borelie.

Vliv klistécich slin na fagocytézu borelii obravenych eFluor 670 dendritickymi
bunikami zobrazuje Graf 10. Inkubace dendritickych bunék s kliStécimi slinami vedla
k signifikantnimu snizeni fagocytézy v Casovém intervalu 10 min, a to z 9% na 3%; v
intervalu 30 min doslo k signifikantnimu snizeni z 15% na 8%; v intervalu 60 min pak

doslo je snizeni z 15,5% na 7,5%.
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Graf 10: Vliv klistécich slin na % dendritickych bun¢k fagocytujicich borelie obarvené
eFluor 670.
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Vliv klistécich slin na adhezi borelii barvenych eFluor 670 zobrazuje Graf 11.
Inkubace dendritickych bun€k s klistécimi slinami nevedla k zddnym signifikantnim

zménam adherence.

Adheze borelii barvenych eFluor 670
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Graf 11: Vliv klistécich slin na % dendritickych bunék s adherovanymi boreliemi

obarvenymi eFluor 670.

4.3 VLIV KLISTECICH SLIN NA EXPRESI GENU UCASTNICICH SE
FAGOCYTOZY

4.3.1 Fagocytarni array

V tomto pokuse byl zkouman vliv klistécich slin a rekombinantniho proteinu IRS-

2 na expresi genti ucastnicich se fagocytozy. Postup pokusu je popsan v kapitole 3.2.2.1.

Byla testovana exprese bylo rtiznych genil G€astnicich se fagocytdzy spadajicich
do né€kolika kategorii. Byla zkoumana exprese gentll pro receptory Ucastnici se fagocytdozy
— Ager, Cd14, Cd36, Clec7a (Dectinl), Colecl2, Crp, Fas (Tnfrsf6), Fcerlg, Fcgrl,
Fcgr2b, Fcgr3, HI1rll (St2), Itgam, Itgav, Itgh2, Marco, Mfge8, Myd88, Pecaml, Ticaml
(TRIF), TIr3 a TIr9; gent dulezitych pro rozpoznani a pohlceni mikroorganismt pii
fagocytoze — Anxal, C3, Cd44, Cd47, Ceacam3, Crk, Csfl (Mcsf), Csf2 (GMCSF),
Elmol, Gulpl, Ifng, Mbl2, Mcoln3, Mif, Scarbl, Singlecl, Sirpbla, Tnf a Wnt5a; gent
dulezitych pro maturaci fagosomu — Cnn2, Igsecl, Pld1, Rab5a, Rab7, Stx18, Vamp7 a
Was; gent pro fagozomalni zpracovani — Calr, Cyp2sl, Nodl (Card4), Pla2g4a, Pla2g5,
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Pld2, Serpinel (PAI-1), Sftpd, Stab2, Tgm2 a Tnfsfl1 (RANKL); a gent pro signalni
transdukci — Adipog (Acrp30), Axl, Clic4, Csk, DOckl, Dock2, Fyn, Lyn, Mapkl4
(p38alpha), Mertk, Msn, Pik3ch, Pip5klb, Prkce, Prosl, Pten, Racl, Rac2, Rala, Ralb,

Rapgef3, Rhoa, Syk (Sykb) a Vavl.

Geny a jejich produkty, u kterych doslo ke zméné exprese, jsou vypsany v tabulce

Tabulka 2: Geny, u kterych doslo ke zméné exprese a jejich produkty.

Produkt

Annexin Al

AXL receptor pro tyrosinovou kindzu

Receptor vézajici nékteré povrchové molekuly mikrobi a hub
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 3
Fc fragment IgE receptoru

Fc fragment 1gG receptoru

Interleukin 1 receptor like 1

Interferony

Makrofagovy receptor s kolagenovou strukturou

c-mer protoonkogenova tyrosinova kindza
Platelet/endothelial bun&éna adhesivni molekula
Fosfolipaza A2, skupina IVA

Fosfolipaza A2, skupina v

Fosfolipaza D2

Rap guaninovy nukleotidovy exchange faktor 3

Inhibitor serinové peptidazy 1

Sialoadhesin

Slezinna tyrosinova kinaza

Toll-like receptor adaptorova molekula 1

Tumor nerotizujici faktor 11

Wingless-type MMTV integration site family, member 54

Vliv stimulace boreliemi na expresi genti ucastnicich se fagocytdzy je znazornén

Gen Skupina
Anxal Rozpoznania pohlceni
Axl Signalni transdukce
Cdia Fagocytarni receptory
Ceacam3 Rozpoznania pohlceni
Fcerlg  Fagocytarnireceptory
Fogrl Fagocytarni receptory
111rl1l Fagocytarni receptory
Infg Rozpoznani a pohlceni
Marco Fagocytarni receptory
Mertk Signalni transdukce
Pecaml Fagocytarni receptory
Plazgda Fagozomalnizpracovani
Pla2gs  Fagozomalni zpracovani
Pldz2 Fagozomalni zpracovani
Rapgefd Signalnitransdukce
Serpinel Fagozomalni zpracovani
Siglecl  Rozpoznania pohlceni
Syk Signalni transdukce
Ticaml  Fagocytarni receptory
Tnfsfll Fagozomalni zpracovani
Wnt5a  Rozpoznania pohlceni
v Grafu 12.

Stimulace boreliemi snizila expresi gend Mertk (4x) a Anxal (5x) a naopak
zvysila expresi gend Tnf (100x), Syk (4x), Serpinel (126x), Pl2g4a (4x), Marco (témet
1000x), Infg (8x), Fcerlg (4,5x), Ceacam3 (16x) a Cd14 (23,5x).
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Graf 12: Geny se zménou exprese po stimulaci borelie (v porovnani s geny

nestimulovanych bunék, vyjadieno ndsobnym snizenim/zvySenim exprese).

Co se tyce vlivu slin, inkubace bungk s klistécimi slinami pied stimulaci boreliemi
zpusobila sniZeni exprese genu Infg (6x), Ceacam3 (12x) a Axl (4x) a naopak zvysila
expresi gent Siglecl (2,5x) a Fcgrl (4x) (Graf 13).

Ceacam3
Axi =
Siglec1
Fcar1
£ % 3

Genova exprese

Graf 13: Geny se zménou exprese po inkubaci se slinami (v porovnani s geny bunék

stimulovanych s boreliemi, vyjadfeno ndsobnym snizenim/zvysSenim exprese).

Inkubace bunck s rekombinantnim proteinem IRS-2 pted stimulaci boreliemi
ovlivnila také expresi n€kolika gentl, zptisobila snizeni exprese genti Ticaml1 (2x), Pld2
(2x), Pla2g5 (3x), Pecaml (3,5x), Fcgrl (2x) a Ceacam3 (13,5x) a naopak zvySeni
exprese gend Wnt5a (8,5%), Tnfsf1l (5x), Rapger3 (2x), llrl1 (2x) (Graf 14).
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Graf 14: Gen se zménou exprese po inkubaci s rekombinantnim proteinem IRS-2 (v
porovnani s geny bunck stimulovanych s boreliemi, vyjddieno nésobnym

snizenim/zvySenim exprese).
4.3.2 Real-time PCR

Nasim poslednim cilem bylo potvrdit vysledky ziskané z fagocytarni arraye. Jako
prvni byl vybran Ceacam3, ktery se ucastni rozpoznani a pohlceni pifi fagocytdze, a
exkrese kterého byla v arrayi indukovana 16x a slinami i IRS-2 inhibovana téméf na
uroven nestimulovanych bunék. Metodou real-time PCR byl zkouman i vliv klistécich
slin a rekombinantniho proteinu IRS-2 na expresi genu Ceacam3. Postup je popsan

v kapitole 3.2.3.5.

Bohuzel exprese genu Ceacam3 byla u vSech vzorkd pod detekovatelnou hranici.
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5 DISKUZE

Klisté¢ je vektorem k pfenosu lymeské borelidzy, kterd je momentalné jednim
nejrozsifenéjSich onemocnéni prenasenych ¢lenovci v Evropé a USA. Béhem koevoluce
se svymi hostiteli si klisté, 1 samotné borelie, které jsou patogenem zplsobujicim

lymeskou boreliozu, nasli mnoho zpiisobtl, jak obchazet imunitni systém hostitele.

Klistéci sliny obsahuji mnoho latek, které riznymi zplsoby ovliviiuji hostitelskou
imunitni reakci. Pro dal$i zkoumani pfenosu borelii klistécimi slinami je nutné zjistit, jak
tyto latky imunitni systém ovliviiuji. Navic by se dalo vyuzit jednotlivych latek ze slin

k 1é¢bé riznych krevnich a imunitnich poruch.

Hlavnim tkolem mé diplomové prace bylo zjistit vliv klistécich slin z I. ricinus a
rekombinantniho proteinu IRS-2 na dendritické buiky, které hraji dilezitou roli
Vv zapoCeti imunitni reakce. Zkoumani vlivu bylo provedeno na nékolika urovnich —
zkoumani vlivu na molekuly produkované DCs, fagocytdzy borelii DCs a zmény exprese

gentl.

5.1 VLIV KLISTECICH SLIN A REKOMBINANTNIHO PROTEINU
IRS-2 NA PRODUKCI CYTOKINU A CHEMOKINU
DENDRITICKYMI BUNKAMI PO STIMULACI BORELIEMI

V prvni ¢asti své diplomové prace jsem se zaméfila na vliv slin klistéte I. ricinus a
rekombinantniho proteinu ze slin . ricinus, serpinu IRS-2, na produkci cytokind

dendritickymi bunikami po stimulaci boreliemi.

Produkce cytokini, chemokinii a ostatnich molekul v naSich experimentech
po stimulaci boreliemi ve vétSin€ ptipadi rostla. Sledovali jsme nértst produkce G-SCF,
[-309, sICAM-1, IL-1a, IL-1 B, IL-6, IL-10, IP-10, KC, M-CSF, JE, MIP-1 3, MIP-2,
RANTES, TIMP-1 a TNF a.

vvvvvv

aktivuji endotelidlni bunky, neutrofily, makrofagy a B lymfocyty in vitro, a indukuji
lokalizovany zanét v kolenich kloubech a kizi in vivo (Wooten et al, 1996; Ma et al,
1994; Norgard et al, 1996; Morrison et al, 1997; Ma et al, 1993; Norgard et al, 1995;
Gondolf et al, 1994). Buiky jsou stimulovany k produkci cytokini podobné jako za
pouziti LPS, ackoliv borelie LPS neprodukuje (Takayama et al, 1987). Signalizace
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zanétlivé reakce na povrchové proteiny B. burgdorferi, jez vede ke zvySeni produkce
cytokind, je zprostiedkovana pfedevsim pies TLR2 (Hirschfeld, 1999). ZvySena produkce

cytokinli a chemokinti po stimulaci boreliemi je tedy obvykla.

Pti sledovani vlivu preinkubace bunék s klistécimi slinami na produkci cytokinti
po stimulaci boreliemi dochéazelo ke snizeni produkce mnoha z molekul. Signifikatni
ubytek produkce jsme pozorovali u G-CSF, 1-309, sICAM-1, IL-1 a, IL-1 B, IL-10, IP-10,
JE, MIP-1 a, TIMP-1 a TNF a. Pti dalSim testovani n¢kolika z téchto molekul metodou
ELISA se nam potvrdily vysledky v ptipadé IL-1 B, TNF a, JE a MIP-1 a. Navic jsme
ziskali protichudné vysledky z ELISA testu ohledn¢ IL-10 — jeho produkce se pouzitim
slin zvySovala. Vysledek z ELISA testu by 1épe korespondoval s diivéjsimi testy. In vivo
bylo prokazano, ze klistéci sliny navozuji Th2 imunitu charakterizovanou produkci
vysokého mnozstvi IL-4 a IL-10, zatimco produkce cytokinti INF y a IL-12 je sniZena
(Ferreira Silva, 1999; Schoeler et al, 1999; Christe et al, 1999; Meijri et al, 2001).
Nicméné my jsme v naSich experimentech viibec nezaznamenali produkci IL-4, IL-12 a
INF y. Je mozné, Ze jsou tyto cytokiny in vivo produkované jinymi buitkami, nebo za
podnétl, kterych se jim v bunééné kultufe nedostava. Podle pokusi provadénych v nasi
laboratofi na mySich splenocytech jsme ocekavali, ze JE (MCP-1) bude po vystaveni
slinam upregulovany (Langhansova et al, 2015). Navic signifikantni snizeni produkce IL-
10 klistécimi slinami, pozorované v arrayi, by korelovalo s experimenty, které byly dtive
provedeny v nasi laboratofi na dendritickych buiikach (Slamova et al, 2011; Palenikova,
2012). Jiny experiment na BMDCs zase pojedndva o snizeni produkce IL-12 buiikami pii
preinkubaci se slinami Rhipicephalus sanguineus, zatimco produkce IL-10 zustava
nezménéna (Cavassani, 2005). Je tedy mozné, ze sliny riznych klistat psobi odliSnym

zpisobem na rizné bunky.

Bylo dokdzano, Ze preinkubaci dendritickych bunék se slinami klistéte
Rhipicephalus sanguineus dochazi k inhibici maturace navozené LPS (Cavassani et al,
2005). Pokud maji sliny I. ricinus podobné ucinky, vysvétlovala by snizenad maturace i

mensi produkci cytokinli a chemokind.

Vliv rekombinantniho proteinu IRS-2 se zdd velmi podobny slinam. Stejné jako
sliny snizoval produkci G-CSF, 1-309, sICAM-1, IL-1 a, IL-1 B, IL-10, IP-10, MIP-1 a,
TIMP-1 a TNF a. Navic inhiboval i produkci IL-6 a KC. U méfeni produkce MIP-2 bylo

pii preinkubaci s IRS-2 zaznamenan nartst. SniZzena produkce cytokinu IL-6 by souhlasila
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s vysledky experimentu, ktery probihal v nasi laboratoti za pouziti DCs ze sleziny. Bylo
dokazano, ze IRS-2 potlacuje expresi genu pro IL-6 (Palenikova et al, 2015). Produkce
MIP-2 byla zvySena jako u jiz zminéného experimentu s mySimi splenocyty
(Langhansova et al, 2015). Je tedy mozné, ze slozkou slin, kterd by meéla produkei tohoto
chemokinu ovliviiovat, je pravé IRS-2 a v naSich slindch pouze nebylo v dostate¢né
koncentraci. Snizeni produkce ostatnich cytokinli mlze byt opét vysvétlena inhibici

maturace bunék.

Dtivodem, pro¢ array a ELISA experimenty vychéazely odliSn€, mize byt jiné
mikroprostiedi pfi stimulaci bun¢k. Ackoliv byly buiiky zakladany ve stejné koncentraci,
na array byly stimulovany v 6-jamkovém panelu, zatimco na ELISA v 96-jamkovém.

Dalsim diivodem muze byt odli$na citlivost metod.

5.2 VLIV KLISTECICH SLIN NA FAGOCYTOZU BORELII
DENDRITICKYMI BUNKAMI

52.1 OPTIMALIZACE METODY - DERIVACE A MEREN{

Soucasti mé prace byla optimalizace derivace a nésledného zachéazeni
s dendritickymi bunikami pii méfeni fagocytézy pomoci prutokové cytometrie. Vzhledem
k tomu, ze dendritické bunky derivované z kostni dfené jsou velice citlivé a i nepatrné
naruseni jejich bunécné suspenze vede k jejich aktivaci a maturaci (Pierre et al, 1997),
dlouho se nam nedatilo ziskat buniky schopné fagocytozy. K derivaci byl pivodné v nasi
laboratofi pouzivan protokol pro derivaci BMDC podle Lutze (Lutz et al ,1999)
S minimalnimi Gpravami, kdy se burniky derivovaly osm dni. Takto vyderivované buiky
sice obsahovaly velké mnoZstvi bunék CD11c pozitivnich, avSak pfisli jsme na to, Ze

buiiky jsou piili§ maturované a nejsou tudiz schopny fagocytozy.

Dozvédéli jsme se, Ze pro derivaci nematurovanych BMDC je vhodna spise
Sestidenni derivace (Madaan et al, 2014). Proto byla doba derivace zkracena na Sest dni a
koncentrace GM-CSF v médiu zvySena (koncentrace byla zvySena z 20 ng/ml na 30
ng/ml). Bunky byly ziskany jemnym oplachem misky médiem, stoCeny, resuspendovany

v kompletnim RPMI s 5 ng/ml GM-CSF a ihned pouzity v experimentu.

Vzhledem ke zkracené derivaci bylo v bunécné suspenzi asi jen 50% CD1lc
pozitivnich bunék, jejichz fagocytézu jsme chtéli zkoumat. K ziskani cisté populace
CDll1c pozitivnich bunék bychom mohli pouzit magnetickou separaci s kuli¢kami
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s protilatkou proti CDIllc, ovSem timto zplisobem by pravdépodobné opét doslo
k nechténé maturaci bun¢k (Zarnani et al, 2006). Proto jsme misto toho bunky po samotné
fagocytoze obarvili protilatkou proti CD1l1c fluorescenénim barvivem a pozorovali tak

fagocytozu pouze CD1 1c¢ pozitivnich bunék (Obr.15).
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Obr. 15: Populace bun¢k pozitivnich na CD11¢ — dendritické bunky (P2).

Abychom s bunikami zachazeli co nejSetrnéji a nejrychleji, nasadili jsme je, misto
na 96-jamkovy kultiva¢ni panel, rovnou do U-panelu, v némz byly buiky i promyvany a

barveny, takze jsme se vyhnuli jejich zbyte¢nému presouvani.

Pfi samotné méfeni samotné fagocytdézy bylo nutné odlisit borelie, které byly
buitkami opravdu fagocytovany, a borelie, které byly na buiikdch pouze adherované.
Ktomu jsme vyuZzili toho, ze pii 4°C je fagocytdza inhibovana a umoznéna je jen
adherence (Gaforio et al, 2002). Experiment jsme tedy provadéli na dvou skupinach
bunék, z nichZ prvni byly po celou dobu drzeny pii 4°C, a u druhych byla umoZnéna
fagocytoza pii 37°C. Pfed samotnym ptfidanim borelii byly obé skupiny vychlazeny na
4°C (15 min), po jejich ptidani se jest¢ dalSich 30 min v 4°C drzely, aby se dosdhlo
srovnani metabolismu bunék a aby zacaly fagocytovat vSechny ve stejnou dobu. V pokuse
byla nejdiive zmétena adheze borelii k buitkam pii 4°C, jejichz hodnoty byly poté

odecteny od hodnot namétenych u bunek, které fagocytovaly pii 37°C.
5.2.2 OVLIVNENI FAGOCYTOZY DCs
Béhem série n€kolika pokusi jsme zkoumali, jaky vliv maji sliny klistéte I. ricinus

na fagocytodzu borelii dendritickymi buiikami derivovanymi z kostni dfené mysi.
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Bylo dokéazano, ze kliStéci sliny maji inhibi¢ni efekt na fagocytézu neutrofily
(sliny 1. dammini) a zabijeni patogenti makrofagy (sliny I. ricinus) (Ribeiro, 1990;
Kuthejlova et al, 2001). Pomoci metody nepfimé imunofluorescence bylo potvrzeno, ze

sliny zhorsSuji schopnost makrofagti fagocytovat borelie (Kyckova & Kopecky, 2006).

V nasi laboratoii jsme jiz pozorovali snizeni fagocytdézy pHrodo kulicek a borelii
makrofagy (linie PMIJ2-R) vlivem klistécich slin metodou pritokové cytometrie

(Palenikova, 2012).

Slamova et. al (2011) dokazali na dendritickych buiikach izolovanych ze sleziny
mysi C3H/HeN metodou neptimé imunofluorescence, ze sliny klistéte I. ricinus snizuji
fagocytdzu borelii t€émito bunikami. Tato metoda je vSak velice nepfesnd. Proto se Jana
Palenikovd pokusila o méfeni fagocytdozy slezinych dendritickych bun¢k metodou
pratokové cytomerie. Tyto bunky vSak byly pfili§ maturované a svoji schopnost
fagocytovat jiz ztratily (Palenikova, 2012). Navic nikdy nebyl zkousen vliv klistécich slin

na fagocytdzu borelii dendritickymi butikami derivovanymi z kostni dien¢.

V nasich experimentech se prokazalo, ze vlivem klistécich slin dochézi nejen ke
snizeni fagocytézy borelii dendritickymi bunikami derivovanymi z kostni dfené, ale
nejspiSe také ke sniZzeni adherence borelii k jejich povrchu. Toto zjisténi koresponduje
s pokusy s jinymi bunkami - s lidskymi neutrofily, ve kterych se zjistilo, Ze neutrofily
preinkubované s klistécimi slinami maji niz$i schopnost vazat spirochety B. burgdorferi

(Montgomery et al, 2004).

Snizeni schopnosti fagocytozy pii preinkubaci se slinami mize mit mnoho divoda
— nedostatek adhezivnich molekul, blokaci receptorli, inhibici signalii nezbytnych pro

fagocytdzu a podobné. Mechanismus inhibice fagocytdzy musi byt jesté prozkouman.

5.3 VLIV KLISTECICH SLIN A REKOMBINANTNIHO PROTEINU IRS-
2 NA EXPRESI GENU UCASTNICICH SE FAGOCYTOZY

V nasem pifedchozim experimentu jsme dokazali, Ze klistéci sliny snizuji schopnost
BMDCs fagocytovat borelie. VV nasem poslednim experimentu jsme se zaméfili na zménu

exprese gend, které se fagocytozy ucastni.
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Nejdiive jsme se vénovali tomu, jak genovou expresi ovlivni stimulace boreliemi.
Pfisli jsme na to, ze borelie zvySuji expresi geni Tnf, Syk, Serpinel, Pla2g4a, Marco,

Infg, Fcerlg, Ceacam3 a Cd14.

Nejvétsi upregulace byla prokdzana u genu Marco, ktery koduje makrofagovy
receptor s kolagenovou strukturou. Jedna se o scavengerovy receptor, ktery se ucastni
fagocytozy (Kraal et al, 2000). MARCO miiZze byt exprimovan i na buiikach, které jej
obvykle na svém povrchu nemaji, napiiklad pravé pii bateridlni infekci (Kraal et al, 2000;
Kangas et al, 1999). Byla zkoumdana i role tohoto receptoru v ramci fagocytézy B.
burgdorferi a experimenty dokazaly, ze MARCO-deficientni mysi maji signifikantné
snizenou schopnost pohlceni téchto spirochet (Petnicki-Ocwieja et al, 2013). Zvyseni
exprese tohoto genu po stimulaci boreliemi tedy neni piekvapeni, stejné tak jako zvySeni

ostatnich gend, které pomahaji realizovat pohlceni B. burgdorferi.

Kdyz se bunky pied stimulaci boreliemi preinkubovaly s klistécimi slinami, doslo

k vyznamnému snizeni exprese gend Infg, Ceacam3 a AxI.

Diive bylo in vitro dokdzano na mysSich splenocytech, ze klistéci sliny snizuji
produkci INFy, ktery Infg koduje, pravdépodobné zvysenim produkce IL-10 (Kopecky et
al, 1999). My ovSem v ptedchozich experimentech tak vyrazné zvyseni IL-10
nezaznamenali. Kopecky et al. ve svém experimentu dokazuji svoje tvrzeni tim, ze kdyz
je do bunécné suspenze piidana IL-10 neutralizujici protilatka, nebo kdyz je do suspenze
dodéno IL-1 B, produkce INFy se normalizuje. V nasem piipadé tedy miiZe mit na

genovou expresi vliv sniZzeni produkce samotného IL-1 f.

CEACAMS3 patii do rodiny CEACAM - carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecules (Beauchemin et al, 1999; Kuspert et al, 2006). Nékteré z CEACAMi
se nachézeji na epitelidrnich bunikdch a jsou vyuzivany nitrobunéénymi parazity, jako jsou
Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae a Moraxella catarrhalis, k priuniku do
buiikky (Bradley et al, 2005; Muenzner et al, 2005). Bylo ovSem dokdzéano, ze N.
gonorrhoeae muze byt fagocytovana opsonin-independentni CEACAM3-dependetni
cestou lidskymi granulocyty (Chen & Gotschlich, 1996; Gray-Owen et al, 1997; Hauck et
al, 1998; Virji et al, 1996), kdy je za tento proces CEACAM3 piimo odpovédny
(Schmitter et al, 2004; Schmitter et al, 2007). CEACAM3 takto funguje i pii infekcich
jinymi bakteriemi. SniZzenim exprese genu pro tuto adhezivni molekulu tedy muze

dochézet ke sniZeni fagocytarni schopnosti.
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AXL, produkt genu Axl, je receptorem pro tyrosinovou kinazu, ktery siln¢ limituje
produkci interferont typu I negativni zpétnou vazbou (Bhattacharyya et al, 2013; Rothlin
et al, 2015; Rothlin et al, 2007; Zagorska et al, 2014). AXL je navic fagocytarnim
receptorem, ktery zprostfedkovava pohlceni apoptickych bunék (Rothlin et al, 2015;
Zagorska et al, 2014). Bylo navic dokdzéno, Zze maturace DCs a IL-1 B je v mySich
postradajich gen pro AXL narusena (Schmid et al, 2016). I sniZzend exprese genu Axl

muze mit za nasledek snizeni fagocytozy.

Zvlastni bylo zvySeni exprese genu Siglecl po preinkubaci se slinami. Jeho produkt,
Siglec-1 (sialic acid-binding IgG-like lectin), je sialoadhesin exprimovany na
specifickych  makrofagovych subpopulacich a dendritickych buiikkach. Mohou
zprostfedkovavat na sialovych kyselinach dependentni i independentni interakce
S buitkami imunitniho systému (Crocker et al, 2007). Tento endocyticky receptor vaze a
pohlcuje sialované bakterie a viry. Na povrchu B. burgdorferi se sialové kyseliny nachazi
(Hulinska et al, 1992), takze efekt zvySeni exprese Siglecl po preinkubaci se slinami by
fagocytoze borelii spiSe nahraval. Pfesnd uloha a mechanismy pusobeni sialoadhesinu

vsak jesté nejsou v tomto ohledu prozkoumang.

Preinkubaci bun¢k s rekombinantnim proteinem IRS-2 bylo dosazeno téméf stejného
snizeni exprese genu Ceacam3 jako pii pouziti kliStécich slin. IRS-2 navic mirnéji
snizovalo jesté¢ expresi né€kolika dal$ich geni — Ticaml, ktery koduje adaptorovou
molekulu, Pld2, koédujici fosfolipaizu D2, Pla2g5, jehoz produktem je kalcium-
dependentni fosfolipaza A2, Pecaml, kodujici adhezivni molekulu PECAM-1, a Fcgrl,
jehoz produktem je Fc fragment IgG receptoru. Snizenim exprese vSech téchto genti muize

mit za nasledek sniZeni fagocytarni schopnosti.

Geny ucastnici se fagocytozy jesté nebyly v souvislosti s klistécimi slinami a
rekombinantnim proteinem IRS-2 zkoumany. Zjistili jsme, Ze exprese n€kolika geni je
slinami a IRS-2 snizovana, coz by mohlo mit za nasledek pravé snizeni fagocytarni
schopnosti. Problematice je ovSem tieba se jeSté vénovat a ujasnit mechanismy, jak ke

sniZeni fagocytdzy, tak i sniZzeni samotné exprese genti dochazi.
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6 ZAVER

byl potvrzen inhibi¢ni vliv kli§técich slin z I. ricinus na produkci IL-1 ,
TNF a, JE a MIP-1

klistéci sliny z I. ricinus sniZuji fagocytarni schopnosti dendritickych
bunék derivovanych z kostni diené a bylo prokazino, Ze negativné
ovliviiuji i adhezi borelii

vysledky fagocytarni arraye ukazaly, Ze sliny z I. ricinus i rekombinantni
protein IRS-2 negativné ovliviiuji expresi nékolika genu tucastnicich se

fagocytozy
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7 SEZNAM ZKRATEK

ADP
AEP
Ag
APC
AMP
ATP
BCA
BMDC
BOFES
Bp
BSK-H
CD
CRASP
CTL
DC

DC-SIGN

DNA
dsRNA
ECP
EDN

ELISA

adenosin difosfat

aspargine endopeptidase

antigen

antigen presenting cell, antigen prezentujici buiika
adenosin monofosfat

adenosin trifosfat

B-cell atracting chemokine

bone-marrow dendritic cell, dendriticka buiika derivovana z kostni diené
bovinni fetalni sérum

pari bazi

Barbour-Stoenner-Kelly-H

cluster of differentiation

complement regulator-aquiring surface protein
cytotoxické T-lymfocyty

dendritic cell, dendriticka buika

dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-

integrin

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleové kyselina

double-strand ribonucleic acid, dvouvlaknova ribonukleova kyselina
eosinophil cationic protein

eosin-derived neurotoxin

enzyme linked immunosorbent assay

58



GM-CSF
G-SCF

HBP

INF
IRS-2
LPS
MAC
MCP
M-CSF
mDC
MEM
MHC
MIG
MIP
NK
Osp
PAF

PAMP

PBS
pDC

PGE-2

granulocyte-macrophage colony stimulating factor
granulocyte colony stimulating factor

histamine binding protein

interleukin

interferon

Ixodes ricinus serpin 2

lipopolysacharid

membrane attack complex, membrany atakujici komplex
monocyte chemoattractant protein

macrophage colony stimulating factor

myeloid dendritic cell, myeloidni dendritické butika
minimal essentional medium

major histocompatibile complex, hlavni histokompatibilni komplex
monokine induced by gamma interferon

macrophage inflammatory protein

natural killer, pfirozeny zabijec

outer surface protein, vnéjsi povrchovy protein
platelet-activating factor

pathogen associated molecular pattern, s patogeny asociovany molekularni

Vvzor
phosphate-buffered saline, fosfaty pufrovany fyziologicky roztok
plasmacytoid dendritic cell, plasmacytoidni dendritické buiika

prostaglandin E2
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PRR pattern recognition receptor, vzory rozpoznavajici receptor

RANTES regulated on activation, normal T cell expressed and secreted chemokine

RNA ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

RPMI Roswell park memorial institute

SAT saliva-assisted transmission

SDF stromal cell-derivated factor

SEM standard error of the mean, stfedni chyba praméra
SICAM soluble intercellular adhesion molecule

STAT signal transducer and activator of transcription
TARC thymus- and activation-regulated chemokine
TBE tick-borne encephalitis

TCR T-cell receptor, T-bunéény receptor

Th T helper cell, pomocny T lymfocyt

tHRF tick histamine release factor

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases

TNF tumor necrosis factor

TREM triggering receptor expressed on myeloid cells

TROSPA tick receptor for OspA, klistéci receptor pro OspA

VISE variable lipoprotein surface-exposed
vmp variable membrane protein
VSG variable surface glycoprotein
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