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Anotace:

IRS-2 je inhibitor serinovych protedz z klistéte Ixodes ricinus. Mym tkolem v této
praci bylo zjistit efekt IRS-2 na dendritick¢ bunky aktivovan¢ TLR4 ligandem nebo
Borreliemi afzelii. Efekt byl studovan na nékolika urovnich. Zamétila jsem se na produkci
cytokintll, expresi kostimula¢nich molekul a buné¢nou signalizaci. Vysledky naznacuji, Ze
IRS-2 miiZze ovlivitovat expresi kostimula¢nich molekul CD80 a CD86 na povrchu bungk,
ale tato zjiSténi potiebuji dalsi ovéfeni. IRS-2 neovlivnil produkei cytokinti. V1iv IRS-2 na
aktivitu p38, Erk1/2 ani NF-kB v buikéch stimulovanych s LPS nebyl pozorovan. IRS-2
negativng ovlivnil B. afzelii indukovanou fosforylaci transkripéniho faktoru STAT 3.

IRS-2 is the inhibitor of serine proteases from the Ixodes ricinus tick. My task in this
thesis was to find out the effect of the IRS-2 on dendritic cells activated by TLR4 ligand or
by Borrelia afzelii. This effect was studied on several levels. I focused on the cytokine
production, the expression of costimulatory molecules and cell signaling pathways. The
results show that the IRS-2 may inhibit the expression of costimulatory molecules CD-80 a
CD-86 on the cell surface, but this finding needs to be confirmed again. The production of
cytokines was not affected by the IRS-2. The effect of the IRS-2 on the activity of p38,
Erk1/2 nor NF-kB in LPS stimulated cells vas not observed. The fosforylation of STAT 3 in
cells activated by the B. afzelii was lowered by the IRS-2.
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1. Uvod

1.1 KIisté obecné
Klistata (Ixodida) patii do tfidy Arachnida, podkmenu Chelicerata, kmenu Arthropoda

a fiSe Animalia. Jsou obligadtni hematofagni ektoparazité. Klistata jsou vyrazné vétsi nez
ostatni roztoCi a také se liSi tim, ze maji specidlni ustni Gstroji, takzvany hypostom. Dalsi
jejich odli$nosti je, ze parazituji na obojZivelnicich, plazech, ptacich i savcich. Klist'ata patii
mezi hemimetabola, proto se vSechna vyvojova stadia podobaji dospélci. Z vajicka se
lihnou Sestinohé¢ larvy, které se vyviji v osminohé nymfy a dospélce (Goodman, 2005).

Klistata ziji po celém svété¢ a patii mezi vyznamné vektory pii prenosu nékterych
nemoci v Asii, Evropé a Americe (Hovius, 2008). Vyskytuji se pfedevSim v listnatych ¢i
smiSenych lesich, kifovinach a na vlhkych loukach (Rizzoli, 2011). Klist'ata pfenasi virové
(klistova encefalitida), bakteridlni (Lymeska borelidza) 1 protozodlni (tularémie) infekce
(Goodman, 2005). Larva se vétSinou nakazi sanim na infikovaném zivocCichovi. Infekce
v klistéti preziva 1 preménu z larvy na dospélce, €ili mohou §itit infekce dal (Hovius, 2009).

Ixodida se déli na Argasidae a Ixodidae. Argasidae (,,soft ticks*) saji méné nez jednu
hodinu a 1 dospé€lci saji opakované. Argasidae prochazi nékolik nymfalnich stadii
(v zavislosti na druhu) a jejich zivotni cyklus miize trvat od né¢kolika mésicii az po roky.
VétSinou maji béhem Zivota za hostitele stale stejny druh zvifat a ¢asto se zdrzuji v jejich
hnizdech ¢i tkrytech. Rozmnozuji se mimo hostitele. Ixodidae (,,hard ticks*) saji od n€kolika
dni az po tyden, dosp€la samice saje pouze jednou a po nakladeni vajicek umira. Ixodidae
vystfidaji tf1 rizné hostitele a jejich vyvoj trvd minimalné jeden rok. Maji hibetni Stitek,
ktery u dospélych samct prekryva cely hibet a u larev, nymf a samic piekryva pouze piedni
cast hibetu. Pafi se béhem sani na hostiteli (Samuel, 1971). Ixodidae se dale déli na
metastriate a prostriate. Metastriate maji kratké saci ustroji a produkuji lepivou latku, kterou
se pridrzuji k hostiteli. Prostriate maji del$i saci ustroji a pfichycuji se na hostitele bez
pouziti dalSich latek (Francischetti, 2009).

Klisté obecné (Ixodes ricinus) patii do Prostriata a je vyznamnym prenaSe¢em infekci
v Evropé. Klisté obecné je non-nidikolni (nesetrvavd v hnizdech ¢i tkrytech hostiteli)
a proto musi hostitele aktivné vyhledavat. Aby naSlo hostitele, leze na stébla trav a na listy
rostlin a kfovin, kde ¢eka ptichycené tftemi zadnimi pary nohou a s natazenyma pirednima
nohama, kteryma se zachyti na srsti nebo odévu. K rozpoznéani hostitele klistata pouzivaji
fadu vjemd — vnimaji teplo, rizné¢ chemické signdly jako je CO, vdechu a vibrace

(Goodman, 2005; Rizzoli, 2011).



1.1.1 Sliny kli§at

Slinné zlazy slouzi klistéti k metabolismu vody, iontd a také k sadni krve. KIisté
vylu€uje vysoce hygroskopické sliny, kterymi ziskdva vodu ze vzdus$né vlhkosti a tim je mu
umoznéno prezit 1 velmi dlouhé obdobi bez ptisati na hostitele. Pti sani krve vylucuje kliste
ptes slinné zlazy vodu z krve zpét do hostitele a tim zahuStuje krev ve svém travicim ustroji.
V pribéhu vyvoje parazit-hostitel zacalo klisté ve slinach produkovat mnoho slozek, které
ovliviiuji reakci hostitele (Francischetti, 2009). Tyto fyziologicky aktivni proteiny ovliviuji
koagulaci, fibrinolyzu, imunitu, zdnét a angiogenezi a tim pomahaji udrzet klist¢ pfi sani na
hostiteli 1 pfenosu patogenti. Klistéci sliny obsahuji antikoagulancia a inhibitory tkanového
faktoru, trombinu, komplementu, T-lymfocyta i B-lymfocyti (Hovius, 2008).

Inhibovat nékteré funkce imunitniho systému jako je aktivace komplementu,
fagocytoza, produkce zanétlivych cytokinti a oxidu dusi¢éného makrofagy, produkce
superoxidu v neutrofilech, aktivita NK bunck a proliferace T- 1 B-lymfocytii maji schopnost
jak klistéci sliny, tak extrakt ze slinnych zlaz. KliStéci sliny také ptepinaji imunitni odpovéd’
na Th2 typ, coZ se projevuje zvySenou produkci IL-4 a IL-10 a snizenou produkci IL-12
a [IFN-y (Kopecky, 1998; Skallova, 2008).

Dalsi z pochodi, se kterym se krev sajici ¢lenovci musi vyporadat je svédéni, paleni
nebo bolest. ATP uvoliujici se z poskozenych bunék je jednim z medidtorti bolesti, mezi
dal§i patii serotonin a histamin, které jsou uvolilovany destickami a Zirnymi bunikami.
V klistécich slinach je obsazen enzym apyrdza $té€pici ATP, lipocaliny, které rusi ucinek
serotoninu a histaminu a také peptidazy nicici specificky bradykinin, ktery je produkovan
neutrofily (Francischetti, 2009).

Klistéci sliny obsahuji velmi komplexni $kalu proteinti, pficemz mnoho proteinti je
z multigenovych rodin. U nékterych rodin se produkce proteini méni v priibéhu sani. Mezi
vyznamné rodiny proteinli patii:

Glycin- nebo prolin-bohaté, kolagenu podobné proteiny. Mezi né¢ patii proteiny,
které jsou v kutikule a matrixu slinnych Zlaz. Dalsi zajiSt'uji imunitu klistéte a jeho pfilepeni
k hostiteli (u metastriata) nebo napodobuji proteiny v hostitelské pokozce.

Muciny jsou serin- a threonin-bohaté proteiny. Jejich funkci je obalit chitinové ¢asti
ustniho Gstroji klistéte a tim je schovat pfed imunitnim systémem hostitele.

Ixoderginova superrodina je rodina cystein-bohatych proteinil, které brani vazbé
desticek s fibrinogenem a tim brani tvorbé sraZeniny.

Proteiny obsahujici Kunitzovu doménu inhibuji protedzy z S1 rodiny a ptisobi

protisrazlive.



Serpin domain rodina obsahuje inhibitory serinovych prote4dz (serpiny), které jsou
exprimovany u vSech Zivo€ichli a maji velmi daleZitou roli pfi imunitni odpovédi a zanétu.
U obratlovct kontroluji srazlivost krve a u bezobratlych aktivitu profenol-oxidazy, ktera se
ucastni imunitnich reakci. Inhibuji faktor Xa. Na tyto proteiny byly cileny pokusy ke ziskani
protiklistéci vakciny, ale zatim bez uspéchu (Francischetti, 2009). Bylo identifikovdno vice
nez 60 serpinl, vétSinou z I. scapularis, ale pouze dva z I. ricinus byly charakterizovany.
Prvnim je serpin Iris (Ixodes ricinus immunosupressor), ktery ma imunosupresivni
vlastnosti, inhibuje elastazu a tim sniZzuje hemostazu obratlovci a inhibuje produkci né€kolika
zanétlivych cytokinit (Prevot, 2006). Druhym je IRS-2 (Ixodes ricinus serpin2), ktery
charakterizoval Chmelaf (2011) a o kterém budu psat v samostatné kapitole.

Cystatiny jsou inhibitory cysteinovych protedz. Funkéné charakterizovano bylo
nekolik cystatinti, z nich dva cystatiny z Ixodes scapularis: sialostatin L a sialostatin L.2. Oba

Lipocaliny jsou vSudypfitomné proteiny, které nesou hydrofobni ligandy uvnitf
B-barelu. U klistat jsou velmi siln¢ produkovany do slin a vazi histamin a serotonin, také
inhibuji komplementovou kaskadu a vazi imunoglobuliny.

V Kklistécich slinach je mnoho enzymii, napiiklad apyrdza, ktera st€pi ATP uvolnéné
z poSkozenych bunck. Mezi dal$i enzymy patii esterazy, glukosidazy, fosfolipaza A,,
anafylatoxin-inaktivujici enzym a fibrin a fibrinogen specificka metaloproteaza.

Mnoho dalSich proteini je ptibuznych s produkty imunitniho systému. Mezi né patii
proteiny rozpoznavajici peptidoglykany, ixoderiny, lysozymy, defensiny a dalsi.

V klistécich slinach jsou 1 neproteinové slozky jako jsou vazodilatujici prostaglandiny

v

a kanabinoidy pusobici protizanétlivé a proti bolesti (Francischetti, 2009).

1.1.2 IRS-2

IRS-2 je serpin ze slin kliStéte Ixodes ricinus. Jeho struktura je podobnd struktuie
ostatnich serpini — obsahuje tii velké B-listy a devét a-helixa (Obr. 1). V jeho krystalu jsou
dva nesymetrické¢ proteiny v konformaci zvané relaxovany stav serpinii, pii kterém je
rozStépena smycka reaktivniho centra (reactive center loop), coz se déje v dasledku

kontaminace pii krystalizaci (Chmelaf, 2011).



Pti testech S lidskymi
serinovymi protedzami bylo zjiSténo,
7ze IRS-2 inhibuje trypsin a trombin
(trypsin-like serinové proteazy) a také
a-chymotrypsin, cathepsin G
a chymazu Zirnych bunék
(chymotrypsin-like serinové proteazy)
a tim padem inhibuje agregaci
desticek, ¢imZ pomaha klistéti pii sani

krve. IRS-2 ma vétsi  afinitu

Obrazek 1.: Struktura IRS-2 (Chmelaf, 2011). k chymotrypsin-like serinovym
proteazam. Na vysokou specificnost proteinu ukazuje to, ze neinhibuje vSechny serinoveé
protedzy, které jsou spojené s koagulaci nebo zanétem. Neinhibuje naptiklad plasmin,
elastazu, proteindzu 3 a faktory Xa a Xla. Také byla zkouména vazba IRS-2 na mysi
proteazu 4, kterd je funkénim homologem lidské chymézy. Inhibi€ni schopnost IRS-2 se
potvrdila in vitro 1 in vivo. Byly detekovany komplexy IRS-2 s protedzou 4. Nasledné byla
ovéfena inhibice cathepsinu G a jeho schopnosti agregovat desticky. Pti velkém nadbytku
IRS-2 inhiboval 1 agregaci zprostiedkovanou kolagenem, ale jiné cesty agregace zustaly
nezasazené, coz opét ukazuje na jeho vysokou specifi¢nost. Zajimavym pozorovanim byla
schopnost IRS-2 inhibovat otok a pfiliv neutrofili do zanicené¢ tkdné¢ u mys$i. Také bylo
zjisténo, ze exprese mRNA IRS-2 se v pribéhu sani klistéte méni. Druhy den séani byla
hladina mRNA 9x vy$8§i nez u nenasatého klistéte a po Sesti dnech byla hladina 36x vyssi .

IRS-2 interaguje s protedzami pro serpiny typickou sebevrazednou inhibici (suicide
inhibition). Se serinovymi protedzami tvoii nevratny komplex, pfi jehoZ vzniku dochézi ke
Stépeni ve smycce reaktivniho centra IRS-2.

Striktni specifi¢nost a znalost struktury IRS-2 mize byt zakladem pro jeho pouziti ve
farmakologii (Chmelaft, 2011).

Utinky IRS-2 na dendritické buiiky nebyly zatim popsany.

1.2 Dendritické bunky

Dendritické buiiky jsou odvozeny z prekurzorii z kostni difené¢ a mohou pochazet
z lymfoidni 1 myeloidni linie. N¢které mohou byt odvozeny od monocytd, jiné se mohou
preménit v Langerhansovy bunky. Dendritické buiiky patfi mezi antigen prezentujici buiky,

které aktivuji adaptivni imunitni odpoveéd. Zaroven ale samy fagocytuji, Cili pfedstavuji



spojeni mezi antigenné nespecifickou a specifickou imunitou. Dendritické bunky jsou ve
vSech tkanich, hlavné na rozhrani organismu s vnéjSim prostiedim. Nejvice jich je v kizi
a sliznicich traviciho a dychaciho ustroji, kde aktivné vyhleddvaji antigeny. Nezralé
dendritické buiiky neustdle migruji mezi organy, krvi a lymfou. KdyZz v téle neni infekce,
fagocytuji odumielé bunky a ty zpracovavaji a prezentuji jejich ¢asti s MHC (hlavni
histokompatibilni komplex). Tim, Ze prezentuji télu vlastni antigeny, pfispivaji k zachovani
tolerance k autoantigeniim (Lipscomb, 2002).

Nezral¢ dendritické bunky jsou aktivovany podnétem, ktery rozpoznaji jako
nebezpecny pro organismus, tim jsou vétSinou patogenni mikroorganismy nebo nekrotické
buiiky. Mezi receptory, které rozpozndvaji molekularni vzory spojené s patogeny (pathogen-
associated molecular patterns) patii Toll-like receptory, NOD-like receptory a lektinové
receptory C-typu (van Vliet, 2007). Toll-like receptory (TLR) jsou nejdalezit&jsi pii
rozpoznavani patogennich motivli. VSechny TLR jsou downregulovany pii maturaci, coz
naznacuje, Ze pouze nezralé dendritické buiiky jsou schopny reagovat na mikrobidlni
produkty (Lipscomb, 2002).

Aktivace dendritickych bun€k vede k jejich maturaci a sni spojenou migraci do
lymfatickych tkani, ztratou schopnosti fagocytovat a zvySenou expresi MHC
a kostimula¢nich molekul (CD80, CD86). Navic zatnou produkovat cytokiny, které jsou
potieba pro aktivaci T-lymfocytd (IL-1, IL-6, IL-10 , IL-12 a TNF-a). Dendritické bunky,
produkujici protizanétlivy cytokin IL-10 aktivuji Th2 typ imunitni odpovédi zatimco,
prozanétlivé cytokiny IL-12 a TNF-a polarizuji imunitni odpovéd’ k Thl typu. Zralé
dendritick¢ bunky jsou jako jediné buiiky v téle schopny aktivovat naivni T-lymfocyty.
Ireverzibilni maturace trva 48 hodin a po dalSich 2-3 dnech, kdy aktivuji naivni T-lymfocyty,
hynou apoptoézou. Dendritické bunky také produkuji cytokiny potifebné pro maturaci
a diferenciaci B-lymfocyt (Hotej$i, 2005; Lipscomb, 2002).

Dendritické bunky prezentuji antigen na MHC. Aby k tomu mohlo dojit, jsou antigeny
nejprve fagocytovany a degradovany v proteozomech, dale prochazi pres endoplazmatické
retikulum, kde se vazi na MHC a pak jsou vezikulami transportovany na povrch buiky
(Ferencik, 2000).

K aktivaci T-lymfocytli jsou potieba dva signaly. Jako prvni signdl slouzi antigen
navazany na MHC a jako druhy signal jsou potieba kostimulacni molekuly (CD80 a CD86)
na povrchu dendritické bunky (Hotejsi, 2005). CD86 je pravdépodobné znakem cCasné
maturace, zatimco CD80 je az u uplné zralych dendritickych bunék (Lipscomb, 2002).



Morfologicky se dendritické buiiky podobaji neuroniim, protoze maji etné vybezky
cytoplazmy, ale uvnitt maji endozomy, lysozomy a granula potiebna ke zpracovani antigenti.
Dendritické buniky jsou zkoumany jako mozna imunoterapeutika. Jednou z moznosti je
jejich pridavani do vakcin jako adjuvans. Dal$i moznosti je jejich pouziti pi1 1é¢bé rakoviny

a autoimunitnich chorob (Lipscomb, 2002).

1.3 Signalni drahy aktivované Toll-like receptory

1.3.1 Toll-like receptory

Toll-like receptory jsou membranové receptory, které, jak bylo zminéno dfive,
rozpoznavaji rizné patogeny a o jejich ptitomnosti §ifi signal buiikou a tim aktivuji imunitni
odpovéd’. Jsou pojmenovany po genu Toll pro receptor, ktery u Drosophila piedstavuje
obranu proti plisnim. O néco pozdéji byl nalezen homolog u savct, ktery ovliviioval expresi
gentl odpoveédnych za zahdjeni zanétlivé reakce. Po objevu dalSich ptibuznych struktur byla
skupina pojmenovana Toll-like receptory (Takeda, 2004).

U savcl je minimaln€ 11 TLR s tim, Ze TLR 1-9 jsou konzervované a stejné u mysi
a &lovéka. Cast receptoru v cytoplazmé je velmi podobna IL-1 receptorové roding a proto je
tato ¢ast oznacovana jako TIR (Toll/IL-1 receptor) doména. Extracelularni struktury jsou
rozdilné, Toll-like receptory maji extracelularni oblast bohatou na leuciny, zatimco IL-1 jsou
podobné imunoglobulinim (Takeda, 2005). Je znamo, ze jednotlivé TLR jsou dulezité pro
rozpoznavani specifickych slozek patogenti, jako jsou bakterie, plisné, prvoci a viry, které
jsou u nich konzervované, ale nevyskytuji se u savci (Takeda, 2004).

TLR1 ve spojeni s TLR2 rozpoznava triacylované lipoproteiny naptiklad z Borrelia
burgdorferi.

TLR2 rozpoznava mnoho bakterialnich slozek, mezi které patii lipoproteiny, kyselina
lipoteichova (LTA) z gram-pozitivnich bakterii, ale také zymosan z plisni a dalsi. Jsou dva
divody, pro¢ mad TLR2 tak Sirokou Skalu rozpozndvanych molekul. Prvni je, ze je velmi
casto v heterodimeru s TLR1 nebo TLR6, které s nim jsou strukturn€ podobné. Druhym
davodem je, ze TLR2 spolupracuje i s dalSimi povrchovymi receptory, které mu nejsou
strukturné podobné, naptiklad s receptory lektinové rodiny.

TLR3 rozpoznava dsRNA, kterd se vyskytuje ve virech pii replikaci, ale bunky maji
1jiné cesty rozpoznavani dsRNA.

TLR4 rozpoznava LPS (lipopolysacharid) z gram-negativnich bakterii a nckolik

endogennich molekul jako heat shock proteiny, oligosacharidy kyseliny hyaluronové,



fibrinogen a nckteré dal$i. Aby tyto vnitini signdly aktivovaly odpovéd” TLR4, musi byt ve
vysoké koncentraci. Oproti tomu koncentrace LPS staci velmi nepatrna.

TLRS je aktivovan flagelinem, monomerni soucastkou bakterialnich bi¢ikd.

TLR6 ve spojeni s TLR2 rozpoznava diacylované lipoproteiny.

TLR7 a TLRS jsou velmi konzervované a rozpoznavaji virovou ssRNA. Jsou pouze
v endozomech a tudiz se nemohou setkat stélu vlastni RNA, kterd se do endozomu
nedostane.

TLR9 rozpoznava nemetylované CpG motivy, které jsou Casté v bakteridlni a virové
DNA. U obratlovcu je CpG motivi malo a cysteiny jsou vysoce metylované. I tak je velmi
pravdépodobné, ze se TLRY zacastni vzniku nékterych autoimunitnich chorob jako je
systémovy lupus erythematosus (Takeda, 2005).

TLR 1, 2, 4 a 5 jsou na povrchu bunék a TLR 3, 7, 8 a 9 jsou v endozomech
a pottebuji, aby byl patogen fagocytovan (van Vliet, 2007).

Rozpoznani patogenii Toll-like receptory vede k expresi gent pro zénétlivé cytokiny
a kostimula¢ni molekuly. S prezentaci antigenti vede tento d¢j k aktivaci antigenné

specifické imunitni odpovédi (Takeda, 2005).

1.3.2 Signalni drahy zprostredkované NF-kB a MAP kinazami

Pti rozpoznani patogenu dojde k dimerizaci TLR, ktera vede k aktivaci signalnich drah
v cytoplazmé (Obr. 2), kde jsou dvé mozné cesty. Cesta zprostfedkovana adaptorem MyD88
(Myeloid differentiation primary response gene 88), ktera je obdobna jako u IL-1 receptori.
Jde o kaskéadu fosforylaci, kterd vede pres kinazy IRAK (IL-1 receptor-associated kinase)
a TAK1 (TGF-B-activated kinase 1). Vysledkem je aktivace MAP (mitogen activated
protein) kindz a NF-kB (nuclear factor-kB) (Takeda, 2005). Mezi MAP kinazy patti Erk1/2
(extracellular signal-regulated kinase) a p38 (Watts, 2010). MAP kinazy jsou serin-
threoninové kinazy, které dal fosforyluji transkripéni faktory, ¢imZ ovliviwuji jejich aktivitu.
NF-«B je transkripéni faktor, ktery je pfitomen v cytoplazmé v latentni formé a je inhibovan
proteinem [kB. IkB je fosforylovany IxB kinazou (IKK), kterd je soucasti IKK komplexu.
Pii aktivaci TLR dochdzi k degradaci IxkB a ndslednému piemisténi uvolnéného
transkripéniho faktoru NF-kB do jadra, kde se vaze na promotor, coz vede k indukci
nékterych cytokini jako je napiiklad IL12p70 a TNF-a. Kromé drédhy zprostfedkované
MyD88 adaptorem, existuje také TRIF (TIR domain containing adaptor inducing IFN-f3)
zavisla cesta, ktera vede pres aktivaci transkripéniho faktoru IRF-3 a IRF-7 k indukci

interferonil typu I. Byla popsdna u TLR 3 a 4 (Takeda, 2005).
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Obrazek 2.: Signalni drahy TLR4 receptoru. K aktivaci TLR4 dochazi po rozpoznani LPS, coz

vede k aktivaci drah pfes MyD88 nebo TRIF. Dochazi k fosforylaci NF-kB a MAP kinaz mezi které
patii p38 a Erk1/2. Pes TRIF adaptor dochazi k indukci interferonu f.

1.3.3 Signalni draha fosfatidylinositol-3 kinazy

Dalsi signalni draha, ktera je aktivovana TLR ligandy je zprostfedkovana
fosfatidylinositol-3-kinazou (PI3-K). Zucastituje se mnoha bunécnych procesii, mezi které
patii bunécny metabolismus, proliferace, diferenciace a preziti buiiky (Baselga, 2011).

PI3 kindzy patiti do rodiny lipidovych kindz, které fosforyluji fosfoinositidy
v plazmatické membranég. Jsou to heterodimery skladajici se z regulacni (p85) a katalytické
(p110) podjednotky. Jsou aktivovany ptes receptory tyrosinovych kinidz. Aktivovana PI3
kinaza fosforyluje phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP2) na phosphatidylinositol



(3,4,5)-trisphosphate (PIP3). K PIP3 se vaze Akt (serin/threoninova kinaza), ktera je
fosforylovana a poté stimuluje syntézu proteinti a rast bunky (Obr. 3).

Tato draha je také casto hyperaktivovana v pfi rakovinném bujeni (Baselga, 2011)
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Obrazek 3.: PI3 kinazova signalni draha. PI3 kinaza fosforlyluje PIP2 na PIP3, na ktery naseda
Akt, ta je fosforylovana a putuje do jadra, kde spousti transkripci.

1.3.4 JAK-STAT signalni draha

Mimo vySe uvedenych drah je aktivovana 1 JAK-STAT (Janus kinase-signal transducer
and activator of transcription) draha. Jeji aktivaci zprostfedkuji cytokiny vyluCované
aktivovanymi dendritickymi buiikami. Pfenasi pfes cytokinové transmembranové receptory
informace extracelularnich signala piimo do jadra, kde spousti transkripci (Aaronson, 2002).
Kdyz receptor zaznamena cytokin, aktivuje JAK, ta fosforyluje receptor, na ktery se pfipoji
STAT, ktery je fosforylovdn na tyrosinu a n€kdy serinu, coz jim dovoli dimerizovat
a presunout se do jadra, kde se vazi na urcitou konzervovanou sekvenci a aktivuji transkripci
(Behera, 2004; Murray, 2007) (Obr. 4).

Receptory cytokinové rodiny mohou mit jeden az tii fetézce, které se podileji na vazbé

ligandu a ptenosu signalu (Thle, 1997).
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Obrazek 4.: JAK-STAT signalni draha. Po rozeznani cytokinu dochazi k aktivaci JAK, ktera
fosforyluje receptor, na fosforylovany receptor prisedne STAT, ktery je také fosforylovan.
Fosforylované STATYy vytvoii dimer, ktery putuje do jadra, kde aktivuje transkripci.

U savci jsou Ctyfi Janus kindazy — JAK1, JAK2, JAK3 a Tyk2, které jsou v rtzné
kombinaci aktivovany rtiznymi ligandy receptort. K aktivaci tyrosin kindzové aktivity Janus
kinaz je potieba dimerizace cytoplazmatické domény receptorovych fetézcu, které¢ svou
blizkosti umoZni fosforylaci receptorovych fetézcli Janus kindzami (Ihle, 1995).
Jednotetézcové receptory to obchéazi schopnosti vazat se na dvé mista na ligandu (Ihle,
1997). Po fosforylaci receptorti se vytvoii vazebné misto pro STATy, které jsou Janus
kindzami nasledné fosforylovany. Jakdkoli Janus kindza mize fosforylovat kazdy STAT
(Ihle, 1995).

Bylo urceno a definovano sedm STATa: STAT 1-4, STAT 5a, STAT 5b a STAT 6
(Epling-Burnette, 2002). Nefosforylovany STAT se vyskytuje pouze jako monomer, po
fosforylaci jsou vzdy jako dimer. STATYy jsou si navzajem velmi podobné a mohou tvofit
1 heterodimery. Tim, ze kazdy dimer nebo heterodimer STATO ma jinou afinitu
k rozpozndvané sekvenci, a ze kazdd bunka exprimuje STATy vrizném mnoZstvi, je
zarucena specifita odpovédi na dany signal. Specifita je pravdépodobné také zajiSténa tim, ze
na kazdy receptor se vaze jiny STAT (Ihle, 1995).

Po aktivaci n€kterych TLR dochdzi k autokrinni produkci INF-B dendritickymi

buiikami a k nasledné aktivaci interferonového receptoru a spusténi JAK-STAT drahy. Tato
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interferonem zprostfedkovand aktivace je dulezitd pro maturaci, expresi kostimulacnich
molekul a prezentaci antigenu na dendritickych butikach (Stetson, 2006).

Nékolik malo cytokinii vyvola silnou reakcei, kterd je propojena ptes n€kolik dalSich
proteinit az k MAP kinaze nebo PI3-K (IThle, 1995).

Aktivita STAT protein je kontrolovana né€kolika zplisoby. Aktivované STAT proteiny
mohou byt inhibovany supresory cytokinové signalizace (suppressors of cytokine signalling
- SOCS), jejichz exprese je spousSténa STATy a tudiz slouzi jako negativni zpétna vazba.
SOCS proteiny také inhibuji aktivované Janus kinazy. Fosforylované STATy mohou byt
defosforylovany cytoplazmatickymi nebo jadernymi fosfatdzami. DalSim prostfedkem
kontroly jsou proteinové inhibitory aktivovanych STATuU (Protein inhibitor of activated
STATs - PIAS), kter¢ inhibuji vazbu STATG na DNA nebo usnadni jejich degradaci
(Hendry, 2004).

Mezi kontrolni mechanismy patii 1 specifické STAT 5 a STAT 6 serinové proteazy,
kter¢ mohou byt inhibovany inhibitory serinovych protedz. Protedzy nerozliSuji mezi
fosforylovanym a nefosforylovanym STATem a jejich proteolytickym Stépenim vznikaji
neucinné STATy. STAT 3, STAT 5 a STAT 6 jsou také Stépeny cysteinovou proteazou
calpainem (Hendry, 2004).

Serinové proteazy také §tépi STAT 1. Stépeni STAT 1 témito protedzami vede ke
zvySeni jeho schopnosti vazat se na DNA. Jejich aktivita miiZze byt inhibovana inhibitory

serinovych proteaz (Dai, 2009).

1.4 Vliv klistécich slin na dendritické bunky

1.4.1 Vliv KliStécich slin na dendritické buniky stimulované s TLR ligandy
Dendritické bunky kliStéti nezpiisobi zadné ptimé poskozeni, ale hraji velmi dalezitou
roli pfi tvorb€ imunitni odpovédi proti nému (Francischetti, 2009). Skallovéa a kol. (2008)
aktivovali dendritické buiky rlznymi syntetickymi TLR-ligandy, aby vyvolali jejich
maturaci a zkoumali, jak moc ji ovlivni pfitomnost klistécich slin. Prvni bylo zjiSténo silné
sniZzeni schopnosti dendritickych bunék inkubovanych s kliStécimi slinami aktivovat
naivni T-lymfocyty. Poté byla ovéfovana schopnost maturace a migrace dendritickych bunék
in vivo. Byl zaznamenan vyrazny pokles koZnich dendritickych bunék v lymfatickych
uzlinach po 24 hodinach u mysi injikovanych kliStécimi slinami oproti kontrolnim mySim
s PBS. Rovnéz dendritické buniky vystavené kliStécim slinam nebo extraktu ze slinnych zlaz
exprimovaly méné molekul MHC II, neZ ty z kontrolnich mysi, coz sv&€dc¢i o jejich snizené

maturaci. V porovnani s kontrolnimi mySmi, dendritické bunky zmySi injikovanych
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klistécimi slinami nebo extraktem ze slinnych Zldz vykazovaly niz$i schopnost prezentace
antigenu a s ni spojenou aktivaci naivnich T-lymfocytti. Navic u kontrolnich mys$i doslo
k indukeci imunitni odpovédi typu Thl, zatimco mysi vystavené slindm indukovaly odpovéd
typu Th2 (Skallova, 2008).

Dals$im experimentem byla zjiSténa snizena produkce IL-12p70 dendritickymi buikami

aktivovanymi LPS a inkubovanymi se slinami (Lieskovska, 2012).

1.4.2 Borelie

Borelie patii do fadu Spirochaetales, tfidy Spirochaetes, kmenu spirochety a domény
bakterie. Jsou prenaSeny kliStaty a zplisobuji Lymeskou boreliozu. Ta patii mezi choroby
nejcastéji prenasené Clenovci na severni polokouli (Rizzoli, 2011). Nemoc byla poprvé
popsana v Connecticutu, ale pfiznaky choroby byly pozorovany diive 1 v Evropg&. Prvnim
pfiznakem je takzvané erythema migrans — zarudnuti kize s centralnim vybledem v misté
piisati klistéte. NeléCend nemoc mulze postihovat nervovou a cévni soustavu i pohybovy
aparat (Hovius, 2007; Ertel, 2012). V Americe se vyskytuje pouze Borrelie burgdorferi
sensu stricto, ale v Asii a Evropé se vyskytuji jesté B. garinii a B. afzelii. Jejich
Hovius, 2009).

Béhem zivota borelie vystiidaji kliStata, vétSinou Ixodida, a rizné druhy obratlovci,
mezi néz patii hlodavci, velei savci vCetné Clovéka a ptaci. Larva se nakazi sanim na
infikovaném zvifeti a po pfeméné na nymfu §ifi infekci dal na v&tsi zvifata. Pfenosu
spirochét napomaha 1 imunosupresivni u¢inek klistécich slin (Hovius, 2007; Hovius, 2009).

Borelie si vyvinuly mechanismy jak pfezit v ¢lenovcich 1 obratlovcich. Mezi né patii
exprese riznych proteinti v zavislosti na prostfedi, ve kterém se zrovna nachazeji. Cast
z téchto proteinti pfimo reaguje s kliStécimi proteiny a dalsi se vazi nebo ovliviiuji proteiny

v obratlovci (Hovius, 2007).

1.4.3 Vliv KkliStécich slin na boreliemi stimulované dendritické bunky
Borelie jsou rozpoznavany nékolika Toll-like receptory (TLR 1, 2, 5, 7, 8 a 9). TLR2

zprosttedkuje indukci zanétlivych cytokint, zatimco indukce interferoni o/p je zavisla na
TLR 7, 8 a 9 (Petzke, 2009). Infekce lidskych chondrocytl B. burgdorferi vede k rychlé
fosforylaci p38 béhem 15-30 minut, ale vyvolava jen velmi malé zvysSeni fosforylace Erk1/2.
Vyvolana je i1 fosforylace STAT 3 a STAT 6 béhem dvou hodin po infekci (Behera, 2004).
Dendritické bunky produkuji po ptidani borelii nékolik cytokinid. Vlivem kliStécich
slin na produkci TNF-a, IL-6 a IL-10 se zabyvala Slamova (2011). Dendritické bunky
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preinkubovala se slinami a ptidavala B. afzelii k mySim dendritickym buiikdm. VSechny
testované cytokiny byly slinami inhibovany. Pocet fagocytujicich dendritickych bunék byl
v ptitomnosti slin také vyrazn€ snizen. Navic schopnost dendritickych bunék vystavenych
boreliim aktivovat proliferaci naivnich CD4" T-lymfocyt byla po pridani klistécich slin
vyznamné sniZena (Slamova, 2011).

Inhibi¢ni schopnost klistécich slin byla prok4dzdna 1 na urovni signalnich drah.
Lieskovska (2011) zjistila, ze po stimulaci s LPS nebo B. afzelii doSlo vlivem slin ke sniZzeni
fosforylace STAT 1. STAT 1 je fosforylovan vlivem autokrinné produkovaného interferonu.
Ptimy inhibi¢ni vliv slin na IFN signdlni dréhu byl navic prokdzan, kdyZ byly bunky
aktivovany rekombinantnim IFN-B (Lieskovska, 2011).

Dalsi signalni drahy, které byly slinami negativné ovlivnény v dendritickych buikéach
po stimulaci s TLR2 ligandem nebo boreliemi byly NF-«B, Erkl1/2 a PI3-K. To vSe
naznacuje, ze klistéci sliny mohou ovliviilovat produkci cytokini a maturaci dendritickych

bunék tlumenim urcitych signalnich drah (Lieskovska, nepublikovano).
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2. Cile prace

V rédmci zac¢inajiciho projektu tykajiciho se charakterizace u¢inkd IRS-2 na imunitni

buiiky byly pro mé stanoveny nasledujici cile:
1. Uginky IRS-2 na dendritické buiiky:

o Vliv IRS-2 na produkci cytokini dendritickymi buiikami po stimulaci s TLR4

ligandem.

o Vliv IRS-2 na expresi kostimulacnich molekul po stimulaci dendritickych

bunék s LPS na dendritickych buiikach.
2. Vliv IRS-2 na aktivaci signalnich drah po stimulaci dendritickych bun¢k s LPS.

3. Vlivu IRS-2 na JAK-STAT signalni drahy po aktivaci dendritickych bunck

boreliemi.
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3. Materialy a metody

3.1 Mysi

V pokusech byly pouzity dvoumésicni samice inbrednich mysi kmenu C57 BL/6
z Charles River Laboratories (Sulzfeld, Némecko). Mysi byly chovany ve zvéfinci
Parazitologického ustavu AV CR v Ceskych Budgjovicich za standardnich podminek.

Mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci a nasledné byla vyjmuta slezina za ucelem

izolace dendritickych bunék.

3.2 Izolace dendritickych bunék magnetickou separaci
Poté, co byla slezina sterilné¢ vyjmuta a rozstfihdna na kousky, nasledovala inkubace

s Liberasou DL (0,25mg/ml, Roche) a DNazou I (0,2mg/ml, Roche) po dobu 30 minut pti
37°C. Uvolnéné buiiky byly prefiltrovany ptes 70um sitko (BD Falcon) a nafedény s MACS
pufrem+2% BOFES. Po centrifugaci trvajici 10min., 400g, 4°C byl pelet bunck
resuspendovan v 830ul MACS+2% BOFES a bylo pfidano 50ul CD11c Microbeads (MACS
Miltenyi Biotec). Inkubace trvala 15min pti 4°C. Poté byly bunky promyty 10 nasobnym
objemem MACS+2% BOFES a centrifugovany 10min. pi1 400g, pfi 4°C. Buiky byly
nasledn¢ resuspendovany v 500ul MACS+2% BOFES a naneseny na kolonku (MACS
Miltenyi Biotec). Kolonka byla promyta 3x 3ml MACS+2% BOFES. Poté byla kolonka
vytazena z magnetu a dendritické bunky byly eluovany s 5ml RPMI pomoci pistu
a spocitané v Biirkerové komirce. Po centrifugaci (10min., 400g, 4°C) byly bunky
resuspendovany v RPMI médiu obsahujicim 10% BOFES, Antibiotic-Antimycotic Solution
(10ml/1, PAA The Cell Culture Company), L-Glutamine (200mM, PAA The Cell Culture
Company) a 2-Mercaptoethanol (50mM, PAA The Cell Culture Company).

Buiky byly zaloZzeny do 24 jamkové (200ul) nebo 96 jamkové desticky (I1ml) (TPP
Techno Plastic Products) s vyslednou koncentraci 1 000 000 bun€k na mililitr a inkubovany
v inkubatoru pii 37°C s 5% CO,.

MACS
ImM EDTA (SIGMA-ALDRICH) v PBS
BOFES: Fetal bovine serum gold (PAA-The Cell Culture Company)

Trypanova mod¥
0,5% vodny roztok trypanové modii (SIGMA-ALDRICH)
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3.3 Aktivace dendritickych bunék

Bunky byly aktivovany den po 1izolaci pfiddnim LPS (Lipopolysaccharides
from Escherichia coli K-235, SIGMA-ALDRICH) (50ng/ml) nebo pifiddnim borelii
(10 spirochet na 1 buiiku) pokud neni uvedeno jinak. IRS-2 byl ptfidavan do vysledné
koncentrace 3uM.

24 jamkové desticka byla pouzita v pfipadech analyzovanych western blotem. Bylo
zaloZeno 1 000 000 bun¢k v Iml média na jamku. Nasledujiciho dne bylo z jamek odebrano
820ul a ptidano LPS nebo borelie a IRS-2 a objem jamky byl doplnén do 250pl.

96 jamkova desticka byla pouzita v ptipadech pro stanoveni koncentraci cytokinti nebo
exprese kostimula¢nich molekul. V ptipadech pro stanoveni koncentraci cytokini bylo
zalozeno 150 000 bunék ve 150ul. Z jamek bylo odebrano 50ul a ptidano LPS a IRS-2
a objem jamky byl doplnén do 150ul. V ptipadé pro stanoveni exprese kostimulacnich
molekul bylo zalozeno 200 000 bun¢k v 200ul. Z jamek bylo odebrano 100ul a pfidano LPS
a IRS-2 a objem jamky byl doplnén do 150pL

Po celou dobu experimentu byly buniky umistény v inkubatoru, kromé ¢asu potiebné¢ho

k manipulaci.

3.4 Borelie
Borelie byly kultivovany v termostatu pii 34°C v BSK-H médiu (SIGMA-ALDRICH)

s 6% kraliciho séra a 1% smési antibiotik pro borelie (SIGMA-ALDRICH). Pro aktivaci
bunék bylo nutné znat pocet borelii, proto byla koncentrace borelii spo¢tena dle Magnusona
(Magnuson, 1948). Na podlozni sklo bylo naneseno 3,5ul boreliové suspenze a ptekryto
krycim sklem o rozméru 18x18 mm. Poté byl v temném poli optického mikroskopu (zvétSeni
4007) 20x spocitan pocet borelii v zornych polich. Vysledny pocet borelii v 1ml byl
vypocitan podle vzorce:
Pocet bor./ml=a-7,7 10°

a — prumérny pocet borelii z 20 zornych poli.

Borelie pocitala a kultivovala Be. Veronika Slavikova.

Borelie byly nésledné centrifugovany 15 000g, 30 minut, 10°C, resuspendovany v PBS
a opét centrifugovany 15 000g, 30 minut, 10°C. Nasledné byly resuspendovany v médiu na

pozadovany objem ptiddvany k bunkam.

3.5 Precisténi IRS-2 od endotoxinu
Vzhledem k tomu, Ze protein byl piipraven v bakteriich Escherichia coli, bylo nutné

ptecistit IRS-2 od LPS kontaminace.
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Byl k tomu pouzit Triton X-114 (SIGMA-ALDRICH), ktery byl pak odstranén pomoci
Bio-Beads SM-2 Adsorbents (BIO-RAD), podle protokolu (Aida, 1990).
Priprava Kkulicek — jejich precisténi od LPS

Ptiblizné 2ml kulicek Bio-Beads SM-2 Adsorbents bylo promichano na vortexu s Sml
methanolu a nechdno 3 minuty usadit. Po odsati methanolu se kulicky michaly v roztoku A
2 hodiny pifi4°C. Nasledné¢ byl odstranén roztok A akulicky byly tiikrat promyty
roztokem B.
Odstranéni LPS

Do roztoku s proteinem byl pfidan Triton X-114, aby byl 1% a vysledny roztok byl
inkubovan 5 minut na ledu. Poté byl roztok dilkladné promichan na vortexu a inkuboval se
10 minut v bloku pt1 37°C. Roztok byl centrifugovan 1min.,15 600g, 37°C a horni faze byla
pienesena do pyrogen-free mikrozkumavky a cely postup byl zopakovan jesté jedenkrat.
Odstranéni piebytku Tritonu X-114

Z promytych kuli¢ek byl odsat roztok B a byl na n¢ ptidan piecistény roztok s proteinem.
Kuli¢ky s proteinem se michaly 1 hodinu pii 4°C. Poté byly kulicky odstranény z roztoku
pomoci 0,22um filtru.

Roztok A
20mM Tris-Cl pH 8
2% Triton X-114

Roztok B
20mM Tris-Cl pH 8
150mM NacCl
Stanoveni rezidualniho LPS v IRS-2

Po precisténi IRS-2 od LPS byl proveden test na stanoveni ptitomnosti zbylého LPS.
Limulus amebocyte lysate (LAL) test provadéla RNDr. Helena Langhansova, PhD.
podle kitu QCL-1000 CHROMOGENIC LAL TEST (LONZA) podle doporuceni vyrobce.
Koncentrace LPS v piecisténém IRS-2 byla 0,25ng/ml. V pokusech byl fedén 44x. Poté byla
zméfena koncentrace proteinu Bradfordovou metodou (SIGMA-ALDRICH) a provétena
funk¢nost enzymu testem Serine protease inhibition assays popsaném v suplementary methods,

Chmelar, 2001.
3.6 Priprava proteinového extraktu

Buiiky byly oplachnuty 750ul vychlazeného PBS a lyzovany piidanim 80ul RIPA
pufru po dobu 5min. na ledu. Poté byl supernatant odebran a centrifugovan 10min, 20 000g,
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pi1 4°C. Nakonec byl supernatant (proteinovy extrakt) pienesen do cistych ocislovanych

mikrozkumavek a zamrazen nebo rovnou pouzit.

RIPA pufr

1% Nonidet P-40

0,25% Sodium deoxycholate

ImM EGTA (Ethylen-glykol tetraacetic acid) (SIGMA-ALDRICH)
150mM NaCl

50mM Tris-ClpH 7,5

Inhibitory proteaz a fosfataz byly k RIPA pufru pfidané tésné€ pied jeho pouzitim:
10pg/ml Aprotinin (SIGMA-ALDRICH)

20uM Leupeptin(SIGMA-ALDRICH)
0,4uM AEBSF (SIGMA-ALDRICH)
Iug/ml Pepstatin (SIGMA-ALDRICH)
25mM Na3zVO,4 (SIGMA-ALDRICH)
25mM NaF (SIGMA-ALDRICH)

3.7 SDS Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Proteiny byly separovany v polyakrylamidovém gelu podle Coligana (1992).

Proteinovy extrakt byl smichdn s 4x Laemmli pufrem v poméru 3:1 a poté 3 minuty
denaturovan pii 95°C.

Ptiprava gelu: Byly pfipravovany 6% nebo 8% polyakrylamidové gely. Mezi dvé
umytd a ethanolem odmasténa skla byl nalit separacni gel asi 2cm pod okraj, piekryty
butanolem a nechan pfiblizné 30 minut polymerizovat. Poté byl butanol vyplachnut
destilovanou vodou a nalit koncentrani gel. Do gelu byl zasunut hiebinek a gel byl opét
nechdn polymerizovat ptfiblizné 15 minut.

Zpolymerizovany gel byl wumistén v elektroforetické aparatufe naplnéné
elektroforetickym pufrem. Po naneseni stejného objemu proteinovych vzorkl byly proteiny
separovany v elektroforetickém poli pfi konstantnim proudu 2mA/cm’.

Roztoky jsem pouzivala podle Coligana (1992).

3.8 Western blot

Proteiny zgelu byly pfeneseny na nylonovou membranu (GeneTiCA)
v elektroblotovaci aparatufe podle Coligana (1992). Do zaviraci miizky byl sestaven
takzvany blotovaci sendvi¢: houbicka, 3 filtraCni papiry, membrana navlh¢end v metanolu,
polyakrylamidovy gel, 3 filtraéni papiry a houbicka. Pienos proteinu na membranu probihal
90 minut za stalého chlazeni pti 140V a 250mA.

Poté byla membrana oplachnuta v TBS a 2 hodiny na rotatoru blokovana v blokovacim
pufru pii laboratorni teploté. Pfes noc se membrana inkubovala s primarni protilatku

nafedénou v blokovacim pufru pfi 4°C na rotatoru. Poté byla membrdna promyvéana na
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rotatoru 10 minut a 2x 5 minut v TBST pfi laboratorni teploté. Po promyti se membrana
I hodinu inkubovala na rotidtoru v laboratorni teplot¢ se sekundarni protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxiddzou nafedénou v blokovacim pufru. A opét byla
promyvana na rotadtoru 10 minut a 2x 5 minut v TBST. Proteiny byly vizualizovany
chemiluminiscenéni metodou za pouziti Pierce ECL Western Blotting Substrate kitu
(THERMO SCIENTIFIC) podle navodu vyrobce. Po 1-2 minutové inkubaci s vyvolavacim
roztokem byla membréna osuSena a zabalena do potravinaiské folie. Chemiluminiscence
byla detekovéna v ptistroji FUJI LAS-3000 s programem FUJI FILM Luminiscent Image
Analyse LAS-3000.

Za ucelem opakovaného pouziti membrany byla v né€kterych experimentech membréana
promyta (stripovana) v odmyvacim roztoku (Striping buffer, THERMO SCIENTIFIC), ¢imz
se odstranily navazané protilaitky. Membrana se inkubovala ve striping pufru 15 minut
pii laboratorni teploté na rotatoru a poté byla promyta 15 minut v TBST a 15 minut v TBS.
Nasledn¢ byla membrdna opét blokovana 30 minut v blokovacim pufru a inkubovéna
s protilatkami.

Roztoky jsem pouzivala podle Coligana (1992).

TBST - Tris buffered saline + 1% Tween 20

Blokovaci pufr: 5% odtu¢néné susené mléko v 1x TBST

Tabulka 1.: Tabulka pouzitych protilatek

Protilatka Velikost | Fosforylace } Pfiprava
proti [kDa] |aminokyseliny | Vyrobce Pavod | Redéni | gelu [%]
Akt 60 Ser4d73 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 8
Erk1/2 50-40 Enzo Life Sciences Rabbit | 1:5000 8
GAPDH 37 SANTA CRUZ Biotechnology | Mouse | 1:200 8
IxB 39 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 8
Fosfo-NF-xB 65 Ser536 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 8
p38 38 Enzo Life Sciences Mouse | 1:200 8
Fosfo-p38 38 Thr180,Tyr182 | Enzo Life Sciences Rabbit | 1:1000 8
Thr202/185,
Fosfo-Erk1/2 | 44,42 | Tyr204/187 Enzo Life Sciences Rabbit | 1:1000 8
Fosfo-STAT1| 84,91 |Tyr701 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 6
Fosfo-STAT2| 113 | Tyr690 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 6
Fosfo-STAT3| 79,86 |Tyr705 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 6
Fosfo-STAT6| 110 |Tyr641 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 6
STAT1 84,91 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 6
STAT2 130 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 6
STAT3 79,86 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 6
STAT6 110 Cell Signaling TECHNOLOGY | Rabbit | 1:1000 6
Sekundarni
protilatka
anti-Rabbit Cell Signaling TECHNOLOGY | Goat | 1:2000
anti-Mouse Cell Signaling TECHNOLOGY | Horse | 1:2000
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3.9 Prutokova cytometrie
Bunky byly uvolnény z kultivaéni desticky inkubaci s 0,2% EDTA v PBS po dobu

20min. na ledu. Buiky byly odebrany zjamek a 1x promyty spromyvacim pufrem
a centrifugovany, 10min., 400g pti 4°C. Po centrifugaci byly promyty promyvacim pufrem
a opét centrifugovany 400g, 10min., 4°C. Poté byly znaceny protilatkami konjugovanymi
s fluorochromy: anti-CD11c-APC (Allophycocyanin — ¢ervena fluorescence) (eBioscience),
anti-CD80-FITC (Fluorescein Isothiocyanate — zelend fluorescence) (eBioscience)
a anti-CD86-PE (Phycoerythrin — Zluta fluorescence) (eBioscience) v fedéni 1:100 inkubaci
trvajici 20 minut na ledu ve tmé. Poté byly bunky opét 2x promyvany promyvacim pufrem
a centrifugovany 400g, 10min., 4°C. Bunécny pelet byl resuspendovan v promyvacim pufru
a buiiky byly analyzovany v pritokovém cytometru (BD FACSCanto'MII). Pomoci
programu BD FACSDiva Software byly vybrany bunky pozitivni na CD11c molekulu a byla
u nich provedena analyza exprese CD80 a CD86 molekul..

Na kazdy experiment bylo krom& vzorkli potieba 500 000 nestimulovanych
neznacenych bunék na nastaveni pritokového cytometru a po 100 000 nestimulovanych
bunék na znaeni s protildtkami konjugovanymi s FITCem (eBioscience) nebo s PE
(eBioscience), které slouzily jako izotypova kontrola. Jako kompenzacni kontrola byla

pouzita smés nestimulovanych znacenych a neznacenych bunék.

Promyvaci pufr: PBS+1% BOFES

3.10 ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
Byl pouzivan Ready-Set-GO! ELISA Set od e-Bioscience a bylo postupovano podle

navodu vyrobce. Rekombinantni proteiny a vzorky byly ve vlhké komtrce pies noc pi1 4°C.
Absorbance byla méfena pfi 450nm na vertikalnim spektrofotometru (Multiskan MCC 340,
Labsystems Oy).

3.11 Zpracovani vysledku

Pomoci programu NIH Image J byla provedena densitometrickd analyza obrazkl
z western blotu.
Pro statistické zpracovani dat byl pouzit Studentiv t-test. p<0,05 bylo povazovano za

statisticky signifikantni.
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4. Vysledky

4.1 Vliv IRS-2 na expresi cytokinii po stimulaci s LPS
Abych zjistila, zda ma IRS-2 vliv na produkci cytokinii dendritickymi buiikami,

stimulovala jsem je s 50ng/ml LPS v ptitomnosti 3uM IRS-2 po dobu 3, 24, 48 a 72 hodin.
Poté jsem méftila koncentraci cytokinll v supernatantu metodou ELISA. LPS a IRS-2 jsem
piidavala ihned po vyizolovani bunék. Ke kazdému experimentu jsem méla duplikaty nebo

triplikaty.

4.1.1 TNF-a
Jako jeden z prozéanétlivych cytokinli jsem vybrala TNF-a, ktery je produkovan

dendritickymi bufikami po stimulaci pfes TLR4. Koncentrace TNF-o byla analyzovana
3 a24 hodin po pfidani LPS. Po tfech hodinach nebyla koncentrace TNF-a patrna (data
nejsou prezentovana). Po 24 hodinach bylo naméteno 0,5ng/ml cytokinu (Graf 1). IRS-2
snizil mnozstvi produkovaného TNF-a o 0,05ng/ml, ale rozdil nedosahl statistické
vyznamnosti (p=0,206). Pfi opakovani experimentu jsem nezaznamenala zadny vliv IRS-2
na mnozstvi produkovaného TNF-a. Tudiz jsem doSla k zavéru, ze IRS-2 neovliviiuje

produkci TNF-a.
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Graf 1.: Vliv IRS-2 na produkci TNF-a v dendritickych bunkach po stimulaci s LPS po 24 hodinach.

4.1.2 IL-12
Jako dalsi prozanétlivy cytokin jsem si vybrala IL-12. Analyzovala jsem ho po
72 hodinach. Vzhledem k tomu, Ze po stimulaci s LPS nebyl IL-12 detekovatelny, byl k LPS

pfidan interferon y (IFN-y) (Sng/ml), ¢imz se indukovalo méfitelné mnozstvi IL-12. Po
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stimulaci dendritickych bun€k s LPS a IFN-y byla koncentrace IL-12 0,4ng/ml. MnoZstvi
IL-12 bylo v ptitomnosti IRS-2 snizeno o 0,1ng/ml, (Graf 2) ale rozdil nedosahl statistické
vyznamnosti (p=0,167). Pti opakovani experimentu nebyl rozdil mnozstvi IL-12 vlivem

IRS-2 zaznamenan.
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Graf 2.: Vliv IRS-2 na produkci IL-12 v dendritickych bunkach po stimulaci s LPS po 72 hodinach.

4.1.3 1IL-10
Jako protizanétlivy cytokin jsem si vybrala IL-10, jehoz koncentraci jsem métila po

48 hodindch stimulace bunék s LPS v pfitomnosti IRS-2. MnoZstvi produkované¢ho IL-10
nebylo ovlivnéné IRS-2 (Graf 3). Experiment byl zopakovan dvakrat (p=0,233 a p=0,378).
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Graf 3.: Vliv IRS-2 na produkci IL-10 v dendritickych bunkach po stimulaci s LPS po 48 hodinach.
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Po téchto métenich koncentraci cytokini jsem dosla k zavéru, ze IRS-2 signifikantné

neovliviiuje produkci cytokini dendritickymi bunikami stimulovanymi s LPS.

4.2 Vliv IRS-2 na expresi kostimula¢nich molekul po stimulaci s LPS
Schopnost dendritickych bunck prezentovat antigen zavisi na expresi kostimulacnich

molekul, jejichz exprese je zvySena po aktivaci bunck. ZvySena exprese kostimula¢nich
molekul Castecné zavisi na chymotrypsin-like aktivité, jak bylo publikovano (Naujokat,
2007). Vzhledem k faktu, Ze IRS-2 inhibuje chymotrypsin-like aktivitu (Chmelat, 2011),
rozhodla jsem se, ze otestuji vliv IRS-2 na expresi kostimula¢nich molekul po stimulaci
s LPS. V tomto experimentu jsem vyuzivala pritokové cytometrie. 3uM nebo 6uM IRS-2
a 100ng/ml LPS jsem piidavala ihned po izolaci dendritickych bunék.

V pilotnich experimentech jsem testovala protilatky proti kostimulacnim molekuldm
a schopnost indukovat zvySeni exprese kostimulacnich molekul na buiikach stimulovanych
s LPS. Poté jsem pfistoupila k samotnému testovani IRS-2 na zvySeni exprese
kostimula¢nich molekul CD80 a CD86. Pii prvnim pokusu jsem sledovala expresi po
24 hodinach. U bunck s 3uM IRS-2 byla exprese CD80 snizena o 24% oproti buitkdm
stimulovanym pouze s LPS. Exprese CD86 byla snizena o 4% (data nejsou prezentovana).

V nasledujicim pokusu jsem jiz pouzivala duplikaty nebo triplikaty a také jsem ptidala
sledovani po 48 hodinach. Po 24 hodinach nebyla exprese CD80 vyrazné ovlivnéna (pokles
0 10% bez statistické vyznamnosti (p=0,143), viz histogramy 1-4 a graf 4. Buiiky pozitivni
na zelenou fluorescenci (FITC) pfedstavuje populace P2. Graf 4 zndzoriuje pramer mediant
fluorescence.

Exprese CD86 nebyla ovlivnéna IRS-2 po 24 hodinové stimulaci s LPS (data nejsou

prezentovana).
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Histogram 1.: Nestimulované dendritické buniky znaceni izotypovou kontrolou k FITC.
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Histogram 2.: Exprese CD80 na nestimulovanych dendritickych buiikach po 24 hodinach.
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Histogram 3.: Exprese CD80 na dendritickych bunkach stimulovanych s LPS po 24 hodinach.
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Histogram 4.: Exprese CD80 na dendritickych buinikach stimulovanych s LPS v pfitomnosti IRS-2
po 24 hodinach.
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Exprese CD80 po 24 hodinach
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Graf 4.: Vliv IRS-2 na expresi CD80 na dendritickych bunkach 24 hodin po stimulaci s LPS.

Po 48 hodinach aktivace bun¢k byla exprese CD80 snizena vlivem IRS-2 o 50%
(p=0,034), viz histogramy 5-8 a graf 5. Buiiky pozitivni na zelenou fluorescenci (FITC)
ptedstavuje populace P2. Graf 5 zn4zornuje primér mediant fluorescence.

Exprese CD86 byla po 48 hodinach stimulace s LPS také zvySena. Vlivem IRS-2 jsem
zaznamenala snizeni o 70% (p=0,034), viz histogramy 9-12 a graf 6. Bunky pozitivni na
zlutou fluorescenci (PE) piredstavuje populace P6. Graf 6 znazorfiuje primér medidnt

fluorescence.
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Histogram 5.: Nestimulované dendritické buiiky znaceni izotypovou kontrolou k FITC.
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48 hodin-Mestimulovane 2+C080-FITC
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Histogram 6.: Exprese CD80 na nestimulovanych dendritickych buiikach po 48 hodinach.
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Histogram 7.: Exprese CD80 na dendritickych bunkach stimulovanych s LPS po 48 hodinach.
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Histogram 8.: Exprese CD80 na dendritickych buinikach stimulovanych s LPS v ptitomnosti IRS-2
po 48 hodinach.
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43 hodin-Mestimulovane+iso PE
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Histogram 9.: Nestimulované dendritické buiniky znacené izotypovou kontrolou k PE.
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Histogram 10.: Exprese CD86 na nestimulovanych dendritickych bunkach po 48 hodinach.
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Histogram 11.: Exprese CD86 na dendritickych bunkach stimulovanych s LPS po 48 hodinach.
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Histogram 12.: Exprese CD86 na dendritickych bunkach stimulovanych s LPS v pfitomnosti IRS-2
po 48 hodinach.
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Graf 5.: Vliv IRS-2 na expresi CD80 v dendritickych bunkach 48 hodin po stimulaci s LPS.
* statisticky signifikantni (p=0,034).
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Graf 6.: Vliv IRS-2 na expresi CD86 v dendritickych bunkach 48 hodin po stimulaci s LPS.
* statisticky signifikantni (p=0,034).
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Pti opakovani experimentu byla sledovana expresse kostimula¢nich molekul jen po
48h. Expresse CD80 byla snizena vlivem IRS-2 o 30% (p=0,218) a exprese CD86 byla
snizena o 12% (p=0,354) (data nejsou prezentovana). Rozdil nedosihl statistické
vyznamnosti.

Vysledky naznacuji, ze IRS-2 mé inhibi¢ni Gi€inek na expresi kostimulacnich molekul

CD80 a CD86 na dendritickych buiikach, avSak tato pozorovani je nutné jesté ovefit.

4.3 Vliv samotného IRS-2 na signalni drahy

Nejdfive jsem se zaméfila na vliv samotného IRS-2 na signdlni dradhy. Pomoci western
blotu jsem zjiStovala, zda samotny IRS-2 neindukuje fosforylaci NF-kxB nebo MAP kinaz
(p38 a Erk1/2).

3uM IRS-2 jsem ptidavala k dendritickym buiikdm a aktivity jednotlivych kindz jsem
analyzovala z proteinovych extraktti v riznych Casovych intervalech pomoci specifickych

protilatek rozeznavajicich jen fosforylovanou formu proteind, viz obrazek 5 a grafy 7, 8 a 9.

E04

Cas [min] 0 15 30 60

IRS-2 - + + +
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Fosfo-p38 "= o - 38kDa
s - 44kDa
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- - 44kDa
Erk1l2 - . - 42kDa

S - _-—

Obrazek 5.: Vliv IRS-2 na MAP kinazy a NF-kB. Dendritické buiiky byly inkubovany s IRS-2 po
dobu 15, 30 a 60 minut. Nasledné byly bunky lyzovany a proteinovy extrakt byl analyzovan pomoci
western blotu za pouziti specifickych protilatek proti fosforylované formé¢ NF-xB, p38 a Erkl/2
proteint a proti Erk1/2 proteinu. Mnozstvi Erk1/2 proteinu slouzi jako kontrola.
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Relativni aktivita proteinu NF-kB
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Graf 7.: V grafu je znazornéna relativni aktivita NF-«xB po pfidani IRS-2. Relativni aktivita byla
kvantifikovana jako pomér densitometrickych odec¢tt fosfo-NF-«kB proteinu k Erk1/2 proteinu.
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Graf 8.: V grafu je znazornéna relativni aktivita proteinu p38 po pridani IRS-2. Relativni aktivita
byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych odeétt fosfo-p38 proteinu k Erk1/2 proteinu.

30



Relativni aktivita proteinu Erk1/2
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Graf 9.: V grafu je znazornéna relativni aktivita Erk1/2 po pridani IRS-2. Relativni aktivita byla
kvantifikovana jako pomér densitometrickych odec¢tt fosfo-Erk1/2 proteinu k Erk1/2 proteinu.

Aktivita NF-xB a MAP kindzy p38 se zdala byt zvySend, ale aktivita Erkl/2 byla
nezménéna. Proto jsem experiment zopakovala a pouzila BSA (bovine serum albunmin) jako
kontrolu. Abych zjistila, jestli pii preciSténi IRS-2 od LPS nedochdzi ke kontaminaci
n¢jakou latkou, ktera by aktivovala dendritické buiiky, provedla jsem také precisténi Cistého
BSA (od LPS). Vliv IRS-2 na sledované kinazy byl porovnatelny s BSA (Obr. 6 a 7 a Graf
10). Po té€chto experimentech jsem doSla k zavéru, ze IRS-2 neméni aktivitu MAP kindz ani

NF-«xB.
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Obrazek 6.: Porovnani vlivu IRS-2 a BSA na MAP kinazy. Dendritické bunky byly inkubovany
s BSA nebo IRS-2 po dobu 15, 30 a 60 minut. Nasledné byly bunky lyzovany a proteinovy extrakt
byl analyzovan western blotem za pouziti specifickych protilatek proti fosforylované formé p38
a Erk1/2 proteinim. Do pokusu bylo zaloZeno stejné mnozstvi bun€k a pii elektroforéze bylo
naneseno stejné mnozstvi proteinového extraktu, tudiz pfedpokladam, ze vSude je stejné mnozstvi
proteinu.
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Obrazek 7.: Porovnani vlivu IRS-2 a BSA na NF-kB. Dendritické bunky byly inkubovany s BSA
nebo IRS-2 po dobu 15, 30 a 60 minut. Nasledn¢ byly bunky lyzovany a proteinovy extrakt byl
analyzovan western blotem za pouziti specifickych protilatek proti fosforylované formé NF-xB
a proti GADPH proteinu.
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Graf 10.: V grafu je znazornéna relativni aktivita NF-kB po pfidani BSA nebo IRS-2. Relativni
aktivita byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych odec¢tt fosfo-NF-kB k GAPDH proteinu.

4.4 Vliv IRS-2 na signalni drahy po stimulaci s LPS

S cilem objasnéni Gc¢inku IRS-2 na dendritické buiky jsem se dale zabyvala vlivem
IRS-2 na signalni drahy aktivované s LPS. Zaméfila jsem se na MAP kinazy a NF-«xB.

Dendritické buiiky byly stimulovany s 50ng/ml LPS za ptitomnosti 3uM IRS-2, ktery
byl ptfidan 30 minut pfedem. Aktivity jednotlivych kindz byly analyzovany v rlznych
casovych intervalech pomoci specifickych protilatek, které rozeznavaji jen fosforylovanou
formu proteind, viz obrazek 8 a grafy 11 a 12. LPS indukoval fosforylaci obou kinaz.
Aktivitu Erk1/2 jsem analyzovala jesté jednou, ale ani tentokrat nebyl vliv IRS-2 patrny
(data nejsou prezentovana). Zadny vyznamny rozdil mezi aktivaci testovanych MAP kinaz

vlivem IRS-2 vSak nebyl zaznamenan.
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Obrazek 8.: Vliv IRS-2 na aktivaci MAP kinazy u dendritickych bun¢k po stimulaci s LPS.
Dendritické bunky byly stimulovany s LPS po dobu 5, 15, 30 a 60 minut. IRS-2 byl pfidan 30 minut
pied LPS. Nasledn¢ byly bunky lyzovany a proteinovy extrakt byl analyzovan pomoci western blotu
za pouziti specifickych protilatek proti fosforylované formé p38 a Erkl/2 a proti p38 a Erkl/2
proteinim. Mnozstvi Erk1/2 proteinu slouzi jako kontrola.
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Graf 11.: V grafu je znazornéna relativni aktivita Erk1/2 po stimulaci bunék s LPS v pfitomnosti
IRS-2. Relativni aktivita byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych odectti fosfo-Erkl1/2
proteinu k Erk1/2 proteinu.
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Graf 12.: V grafu je znazornéna relativni aktivita p38 po stimulaci bunék s LPS v pfitomnosti IRS-2.
Relativni aktivita byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych ode¢ti fosfo-p38 proteinu

k Erk1/2 proteinu.

Dalsi signalni drahy, které jsem testovala byly kaskddy vedouci k fosforylaci NF-xB
a Akt (kinaza aktivovand PI3 kinazou). Bunky byly stimulované s LPS po dobu 5, 15 a 30 minut
a byl sledovan vliv IRS-2 na aktivaci kinaz. Jak je patrné z obrazku 9 a grafu 13, aktivace NF-xB
byla srovnatelna v pfitomnosti IRS-2 i bez négj, opét jsem provedla opakovani, kde se vysledek
potvrdil (data nejsou prezentovana). Fosforylace Akt se zd4 byt zvySena po aktivaci bunck
amirn¢ snizena vlivem IRS-2 (Obrazek 9 a graf 14), ale detekce proteinii se bohuzel
nezdafila v dobré kvalit¢ a tak je velmi tézké odhadnout, nakolik je tento vysledek

veérohodny. Proto jsem konstatovala, Ze IRS-2 nema Zadny vliv na aktivaci testovanych kinaz.
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Obrazek 9.: Vliv IRS-2 na NF-kB a Akt po stimulaci dendritickych bunék s LPS. Dendritické bunky
byly stimulovany s 50 ng/ml LPS v pfitomnosti 3uM IRS-2, které bylo ptidano 30 minut pfedem, po
dobu 5, 15 a 30 minut. Nasledné byly bunky lyzovany a proteinovy extrakt byl analyzovan pomoci

western blotu za pouziti specifickych protilatek proti fosforylované formé¢ NF-xB a Akt. GAPDH
protein slouzi jako kontrola.
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Graf 13.: V grafu je znazornéna relativni aktivita NF-xB po stimulaci bunék s LPS v pfitomnosti
IRS-2. Relativni aktivita byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych odec¢tt fosfo-NF-kB
proteinu k GAPDH proteinu.
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Graf 14.: V grafu je znazornéna relativni aktivita Akt po stimulaci bunék s LPS v pfitomnosti IRS-2.
Relativni aktivita byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych ode¢ti fosfo-Akt proteinu
k GAPDH proteinu.

LPS nepfimo stimuluje v dendritickych bunkach 1 JAK-STAT drahu. Fosforylace
STAT 1 proteinu je zprosttedkovand autokrinné vylu¢ovanym IFN-f. Indukce IFN-B s LPS
je zavisla na TRIF signalni draze (Obr. 2). V Casovych intervalech 3 a 6 hodin jsem
zkoumala vliv IRS-2 na aktivaci STAT 1 u bunék stimulovanych LPS, viz obrazek 10.
Fosforylace STAT 1 nebyla zménénd v pfitomnosti IRS-2. Musela jsem konstatovat, ze

IRS-2 neovliviiuje TRIF zéavislou signalni kaskadu.
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Obrazek 10.: Vliv IRS-2 na JAK-STAT drahu bunék stimulovanych s LPS. Dendritické buiiky byly
stimulovany s 50ng/ml LPS v pfitomnosti 3uM IRS-2, po dobu 3 a 6 hodin. Nasledn¢ byly bunky
lyzovany a proteinovy extrakt byl analyzovan pomoci western blotu za pouziti specifickych
protilatek proti fosforylované form¢ STAT 1 proteinu. Do pokusu bylo zalozeno stejné mnozstvi
bungk a pfi elektroforéze bylo naneseno stejné mnozstvi proteinového extraktu, tudiz predpokladam,
ze vSude je stejné mnozstvi proteinu.

4.5 Vliv IRS-2 na JAK-STAT drahu po stimulaci s LPS nebo boreliemi
v dendritickych burikach

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, aktivita STAT proteint je kontrolovana proteolyticky
serinovymi protedzami. Navic produkci TNF-a a IL-6 v dendritickych bunkach
stimulovanych s boreliemi negativné ovlivnil IRS-2 (Bc. Jana Palenikova, osobni sdélent).
Proto jsem se rozhodla testovat aktivaci JAK-STAT signalnich drah. Specifickymi
protilatkami jsem se snazila detekovat STAT proteiny asledovat vliv IRS-2 na jejich
aktivaci nebo mnozstvi.

Nejdiive jsem porovnavala aktivaci STAT proteint v dendritickych buiikdch po
stimulaci s LPS a boreliemi. Dendritické bunky byly aktivovany po dobu 2, 6 a 16 hodin
s 50ng/ml LPS nebo s boreliemi (10 spirochet na 1 buiiku). Fosforylace STAT 2 a STAT 6
byla detekovana western blotem. Ukézalo se, Ze borelie aktivuji testované STATy mnohem
vice nez LPS (Obr. 11), proto jsem v dalSich pokusech pouzivala jen borelie. TéZ jsem si

vybrala jen dva Casové intervaly k testovani vlivu IRS-2 na STAT proteiny.
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Obrazek 11.: Fosforylace STAT 2 a STAT 6 v buikach stimulovanych s LPS nebo boreliemi.
Dendritické buniky byly stimulovany s LPS a boreliemi, po dobu 2, 6 a 16 hodin. Nasledné byly
bunky lyzovany a proteinovy extrakt byl analyzovan pomoci western blotu za pouziti specifickych
protilatek proti fosforylované formé STAT 2 a STAT 6 proteinu. Do pokusu bylo zaloZeno stejné
mnozstvi bun¢k a pii elektroforéze bylo naneseno stejné mnozstvi proteinového extraktu, tudiz
predpokladam, Ze vSude je stejné mnozstvi proteinu.

Vliv IRS-2 na STAT 1, STAT 3 a STAT 6 proteiny byl testovan na buinkéach
stimulovanych s boreliemi po 6 a 16 hodinach, viz obrazek 12 a grafy 15, 16, 17 a 18.
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Fosforylace STAT 1 se zda byt jen malo zvySena po aktivaci bunék a vliv IRS-2 neni patrny.
Signal byl natolik slaby, ze je tézké odhadnout, nakolik je wvysledek v grafu 15
(densitometrick¢ vyhodnoceni STAT 1 fosforylace) vérohodny. Fosforylace STAT 3
proteinu byla jasn¢ indukovana. Po Sesti hodindch byla aktivita STAT 3 sniZzena
v pfitomnosti IRS-2. Po 16 hodindch uZ rozdil v aktivit¢ STAT 3 patrny nebyl. IRS-2
neovlivnil mnozstvi STAT 3 proteinu. V ptipadé STAT 6 proteinu se sice nepodafilo
detekovat jeho fosforylovanou formu, ale zporovnani celkového STAT 6 proteinu
v kontrolnich vzorcich a vzorcich s IRS-2 se da usoudit, Ze IRS-2 neovliviiuje mnozstvi

STAT 6 proteinu.
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Obrazek 12.: Vliv IRS-2 na buiiky stimulované boreliemi. Dendritické buiiky byly stimulovany
s boreliemi v pfitomnosti IRS-2, po dobu 6 a 16 hodin. Nasledné byly butiky lyzovany a proteinovy
extrakt byl analyzovan pomoci western blotu za pouziti specifickych protilatek proti fosforylované
form¢é STAT 1 a STAT 3 proteinu. Membranu se STAT 1 a STAT 3 fosforylovanymi proteiny jsem
podrobila odstraniovani protilatek pomoci striping pufru a posléze opét analyzovala pomoci western
blotu za pouziti specifickych protilatek proti STAT 3 a STAT 6 proteintim.
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Graf 15.: V grafu je znadzornéna relativni aktivita STAT 1 proteinu po stimulaci bun¢k s boreliemi
v pritomnosti IRS-2. Relativni aktivita byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych odecti
fosfo-STAT 1 proteinu k GAPDH proteinu.
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Graf 16.: V grafu je zndzornéna relativni aktivita STAT 3 proteinu po stimulaci bunék s boreliemi
v pritomnosti IRS-2. Relativni aktivita byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych odecti
fosfo-STAT 3 proteinu k GAPDH proteinu.
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Graf 17.: V grafu je zndzornéno mnozstvi STAT 3 proteinu po stimulaci bun¢k s boreliemi
v pritomnosti IRS-2. Relativni aktivita byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych odectt
STAT 3 proteinu k GAPDH proteinu.
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Graf 18.: V grafu je zndzornéno mnozstvi STAT 6 proteinu po stimulaci bunék s boreliemi
v pritomnosti IRS-2. Relativni aktivita byla kvantifikovana jako pomér densitometrickych odectt
STAT 6 proteinu k GAPDH proteinu.
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5. Diskuse

Dendritické buniky maji nenahraditelnou roli pfi spousténi specifické imunitni
odpovédi. Klistata naopak pottebuji, aby k imunitni odpovédi hostitele nedoslo, protoze na
ném potiebuji sat po nékolik dni a imunitni reakce hostitele by mohla negativné ovlivnit
uspesSnost sani a tim 1 jejich vitalitu. Proto klisté ve slindch produkuje mnoho slozek, které
ovliviiuji imunitni odpovéd’ hostitele. Tim ovSem usnadiiuji proniknuti dalSich patogennich
organismll do téla hostitele. Vzhledem k tomu, Ze 1 Clovék se neziidka stava hostitelem
klistéte, je tento pfenos patogenli nezadouci. Proto se mnohé studie zamétuji na zkoumani
vlivu kliStécich slin na imunitni odpovéd’ hostitele. Navic by nckteré imunosupresivni
ucinky klistécich slin mohly pomoci pfi zmirnéni n€kterych lidskych onemocnéni. 1 dalsi
studie se zamé&fuji na charakterizaci jednotlivych slozek klistécich slin, ale sloZzek je mnoho
a neni lehké je detailn€ charakterizovat.

Chmelat a spol. (2011) se zamé&fili na IRS-2, protein ziskany ze slin Ixodes ricinus,
ktery izolovali a poté vytvofili konstrukt pro produkci rekombinantniho proteinu
v Escherichia coli. Bylo prokazano, ze IRS-2 inhibuje otok a pfiliv neutrofilli do zanicené
tkédné. Protein IRS-2 také inhibuje cathepsin G a chymazu, které patii mezi prozénétlivé
serinove proteazy.

Utinky IRS-2 na dendritické buiiky nebyly zatim popsany, proto jsem se v této praci
zabyvala vlivem IRS-2 na produkci cytokinli, expresi kostimula¢nich molekul a signalni
drahy po aktivaci dendritickych bunék LPS nebo boreliemi.

Sliny klistat snizuji schopnost dendritickych bun¢k migrovat do lymfatickych uzlin
atam aktivovat naivni T-lymfocyty. Klistéci sliny také snizuji expresi MHC II na
dendritickych bunkach, ¢imz snizuji jejich schopnost prezentovat antigen (Skalova, 2008).
Dendritické bunky v pfitomnosti klistécich slin produkuji mensi mnoZstvi INF-f a IL-12p70.
Sliny klistat maji také vliv na aktivaci signalnich drah v dendritickych bunkach, kde snizuji
fosforylaci Akt a Erk1/2 (Lieskovska, 2011; Lieskovska, nepublikovano).

Na zaklad¢ vySe jmenovanych fakti jsem piedpokladala, Zze by IRS-2 mohl mit vliv na
dendritické bunky, coz jsem se v této praci snazila zjistit. M¢é vysledky naznacuji, ze IRS-2
nema prokazatelny vliv na produkci TNF-o, IL-12 ani IL-10 dendritickymi buiikami
stimulovanymi s LPS.

Naopak Iris, ktery je stejné jako IRS-2 kliStéci serpin z I. ricinus, vyrazné¢ zvysuje
produkci IL-10 mononuklearnimi buikami z periferni krve aktivovanymi LPS a inhibuje

produkci TNF-a, IL-6 a IL-8 (Leboulle, 2002). Zajimavé je, ze jeho inhibi¢ni schopnost
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nezdvisi na jeho inhibi¢ni aktivité vici serinovym proteazam, ale je zprostiedkovana
takzvanymi exosites (Prevot, 2009).

Na druhé¢ stran¢ vysledky Bce. Jany Pélenikové naznacuji, ze IRS-2 negativné ovliviiuje
produkci cytokinti TNF-a a IL-6 dendritickymi buitkami stimulovanymi s boreliemi, které na
rozdil od LPS aktivuji nékolik TLR.

Také ptes proteazami aktivované receptory (PAR) mize dochazet k indukci nékterych
cytokind, jako jsou IL-10 a IL-12 lidskymi dendritickymi buiikami (Shpacovitch, 2008).

Bylo publikovéno, Ze posSkozeni chymotrypsin-like peptidazové aktivity vede ke
snizené produkci IL-12 (Naujokat, 2007). I kdyz IRS-2 inhibuje chymotrypsin-like proteazy,
inhibi¢ni vliv na IL-12 jsem v mySich dendritickych bunikach nezaznamenala.

Poskozeni chymotrypsin-like peptidazové aktivity ma také za nasledek snizeni exprese
nékterych povrchovych molekul lidskymi dendritickymi bunikami, mezi které patii 1 CD80
a CD86 (Naujokat, 2007). V mych pokusech jsem pfi zjistovani vlivu IRS-2 na expresi
kostimulacnich molekul po 24 hodindch nezaznamenala Zadny vliv IRS-2 na bunky
stimulované s LPS, ale po 48 hodinach vysledky naznacuji, Ze IRS-2 miiZze mit inhibicni
ucinek na expresi kostimulacnich molekul CD80 a CD86 na dendritickych buikach.
Vysledky vSak nebyly jednoznac¢né, proto je nutné tento zaver jesté oveétit. Snizené mnozstvi
kostimula¢nich molekul na povrchu bunky muize mit za nésledek snizeni schopnosti
aktivovat T-lymfocyty. Proto by, 1 na zaklad¢ vysledkii Naujokata (2007), bylo zajimavé
otestovat zda je schopnost prezentovat antigen naivnim T-lymfocytiim ovlivnéna IRS-2.

Vliv IRS-2 na signdlni drdhy jsem zkoumala na MAP kindzach (p38 a Erkl/2),
proteinu NF-kB a proteinu Akt (downstream cil PI3 kinazy). Po aktivaci dendritickych
bunck s LPS dochazelo ke zvySené fosforylaci vSech zminénych proteind. IRS-2 neovlivnil
aktivitu p38, Erk1/2 ani NF-xkB. Fosforylace Akt byla pouze slabé zvySend po stimulaci
s LPS, ale zda se, ze v ptitomnosti IRS-2 byla inhibovana. Signal byl vSak slaby, takze je
tézké odhadnout, nakolik je vysledek, svédCici pro pokles v Akt aktivité (v grafu 15),
veérohodny.

Protein NF-kB je potfeba k maturaci dendritickych bunék. Inhibitory chymotrypsin-
like peptidazové aktivity snizuji po stimulaci dendritickych bunék s LPS mnozstvi NF-xB
lokalizovaného v jadfe, zatimco jeho mnozstvi v cytoplazmé zastdva nezménéno (Naujokat,
2007). Ja jsem u vSech testovanych proteinti detekovala mnozstvi proteini v celé buiice.
Proto jsem nemohla zjistit zménu mnozstvi NF-kB v jadie a tim padem nemohu vyloucit

inhibi¢ni vliv IRS-2 na NF-«xB v jadre.
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V dalSich pokusech jsem se zamétila na JAK-STAT signalni drahu. JAK-STAT draha
v dendritickych buiikdch byla aktivovana jak LPS tak boreliemi. Borelie indukovaly
fosforylaci STATU siln€ji nez LPS, a proto jsem se na JAK-STAT signalni dradhu zamétila
pouze po stimulaci bun€k s boreliemi. Borelie indukuji fosforylaci STAT 1, STAT 3
a STAT 6 (Behera, 2004, Lieskovska, 2012). Fosforylovanou formu STAT 1 se nezdatilo
v boreliemi stimulovanych buiikdch zaznamenat. U STAT 3 bylo jasné, Ze borelie indukuji
jeho fosforylaci. Po Sesti hodinach byla aktivita STAT 3 sniZzena v pritomnosti IRS-2. Po
16 hodinach uz rozdil v aktivité¢ STAT 3 patrny nebyl. Vzhledem k tomu, Ze STAT 3 je silné
aktivovan pravé cytokinem IL-6 (Cheon, 2011) a IRS-2 snizuje jeho produkci (Bc. Jana
Pélenikovéa, osobni sd€leni), snizeni STAT 3 fosforylace po stimulaci s boreliemi mize byt
dasledkem snizené produkce IL-6.

IRS-2 muze také potencialné inhibovat proteolyzu STATG. Nekteré STATy (STAT 1,
STAT 5 aSTAT 6) jsou Stépeny specifickymi serinovymi protedzami. Tyto proteazy
nerozliSuji mezi fosforylovanym a nefosforylovanym STATem a jejich proteolytickym
Stépenim vznikaji neti¢inné STATy (Hendry, 2004).

Z mych vysledka se d& usoudit, Ze pokud IRS-2 nema vliv na mnoZstvi STAT 6
proteinu, potencidlni serinové proteazy, které pisobi specificky na STAT 6 protein, nejsou
inhibovany IRS-2.

Na zakladé¢ mych vysledki a vSech dalSich zjisténi bych se domnivala, ze by bylo
vhodné otestovat vliv IRS-2 také na efektorové bunky a hledat dalsi signalni drahy, které by

mohly byt ovlivnény serinovymi protedzami a jejich inhibitory.
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6. Zavér

1. Vliv IRS-2 na produkei testovanych cytokint ( TNF-a, [L-12 a IL-10)

dendritickymi buikami aktivovanymi LPS nebyl zaznamenan.

2. Exprese kostimula¢nich molekul CD80 a CD86 v dendritickych bunkach
aktivovanych LPS byla negativné ovlivnéna IRS-2 po 48 hodinach, ale snizeni

jejich exprese je nutné jesté overit.

3. VIiv IRS-2 na aktivitu p38, Erk1/2 ani NF-kB v bunikach stimulovanych LPS nebyl

pozorovan. Uginek IRS-2 na fosforylaci Akt nebyl jednoznaény.

4. IRS-2 negativné ovlivnil fosforylaci transkripéniho faktoru STAT 3 Sest hodin po
ptidani B. afzelii k dendritickym buiikdm. IRS-2 neovlivnil mnoZstvi STAT 6
proteinu, z toho usuzuji, Ze potencidlni serinové proteazy, které piisobi specificky

na STAT 6 protein nejsou inhibovany IRS-2.
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7. Seznam pouzitych zkratek

Akt — serin/threoninova kinaza

APC — allophycocyanin

ATP — adenosin trifosfat

BOFES — fetal bovine serum gold

CD — cluster of differentiation — molekuly na povrchu bunék

dH,O — destilovana voda

dsRNA — dvouvlaknova ribonukleova kyselina

ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay

Erk1/2 — extracellular signal-regulated kinase

FITC — fluorescein isothiocyanate

GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, jde o housekeeping gen, ktery je
exprimovan neustale a ve stejném mnozstvi v jednotlivych tkénich

IFN — interferon

IKK — IxB kinaza

IL — interleukin

IRAK — IL-1 receptor-associated kinase

Iris — Ixodes ricinus immunosupressor

IRS-2 — Ixodes ricinus serpin 2

JAK — Janus kinase

LPS — lipopolysacharid

MAP — mitogen activated protein

MHC — major histocompatibility complex — hlavni histokompatibilni komplex

mRNA — messenger ribonukleova kyselina

MyD88 — myeloid differentiation primary response gene 88

NF-kB — nuclear factor kB

NK burky — natural killer buiiky

NOD-like receptory — nucleotide oligomerization domain receptors

PAR — protedzami aktivované receptory

PBS — phosphate buffered saline

PE — phycoerythrin

PI3 kinaza — phosphatidylinositol 3 kindza

PIP2 — phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate
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PIP3 — phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate

PIAS — protein inhibitor of activated STATs

Ser — serin

Serpin — inhibitor serinovych proteaz

SOCS — suppressors of cytokine signalling

ssSRNA — jednovlaknova ribonukleova kyselina

STAT — signal transducer and activator of transcription
TAKI1 — TGF-B-activated kinase 1

TBS — Tris buffered saline

TBST - Tris buffered saline + 1% Tween 20

Thr - threonin

TIR — Toll/IL-1 receptor

TLR — Toll-like receptory

TNF — tumor necrosis factor

TRIF — TIR domain containing adaptor inducing IFN-f3
Tyr - tyrosin

45



8. Pouzita literatura

Aaronson DS, Horvath CM. 2002: A road map for those who don't know JAK-STAT.
Science. 296(5573):1653-5.

Aida Y, Pabst MJ. 1990: Removal of endotoxin from protein solutions by phase separation
using Triton X-114. Journal of Immunological Methods. Sep 14;132(2):191-5.

Baselga J. 2011: Targeting the phosphoinositide-3 (PI3) kinase pathway in breast cancer.
The Oncologist.;16 Suppl 1:12-9.

Behera AK, Thorpe CM, Kidder JM, Smith W, Hildebrand E, Hu LT. 2004: Borrelia
burgdorferi-induced expression of matrix metalloproteinases from human chondrocytes
requires mitogen-activated protein kinase and Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription signaling pathways. Infection and Immunity. May;72(5):2864-71.

Coligan J.E., Kruisbeek A.M., Shevach E.M, Strober W. 1992: Current protocols in
immunology. National Institutions of Health, Published by Greene Publishing Associates
and Wiley-Interscience

Dai R, Phillips RA, Karpuzoglu E, Khan D, Ahmed SA. 2009: Estrogen regulates
transcription factors STAT-1 and NF-kappaB to promote inducible nitric oxide synthase and
inflammatory responses. Journal of Immunology. Dec 1;183(11):6998-7005.

Epling-Burnette PK, Garcia R, Bai F, Ismail S, Loughran TP Jr, Djeu JY, Jove R, Wei
S. 2002: Carboxy-terminal truncated STATS is induced by interleukin-2 and GM-
CSF in human neutrophils. Cellular Immunology. May-Jun;217(1-2):1-11.

Ertel SH, Nelson RS, Cartter ML. 2012: Effect of surveillance method on reported
characteristics of Lyme disease, Connecticut, 1996-2007. Emerging Infectious Diseases.
Feb;18(2):242-7.

Ferencik M., Rovensky J., Mat’ha V. 2000: Dictionary of immunology. Slovak Academic
Press, s.r.o.,

Francischetti IM, Sa-Nunes A, Mans BJ, Santos IM, Ribeiro JM. 2009: The role of
saliva in tick feeding. Frontiers in Bioscience. Jan 1;14:2051-88.

Goodman J.L., David Tappen Dennis, Sonenshine D.E. 2005: Tick-borne diseases of
humans. ASM Press (American Society for Microbiology)

Hendry L, John S. 2004: Regulation of STAT signalling by proteolytic processing.
European Journal of Biochemistry. Dec;271(23-24):4613-20.

Hofrejsi V., Bartiinkova J. 2005: Zaklady imunologie. Triton, 3. vydani,

Hovius JW, van Dam AP, Fikrig E. 2007: Tick-host-pathogen interactions in Lyme
borreliosis. Trends in Parasitology. Sep;23(9):434-8.

46



Hovius JW, Levi M, Fikrig E. 2008: Salivating for knowledge: potential pharmacological
agents in tick saliva. PLoS Medicine. Feb;5(2):e43.

Hovius JW. 2009: Spitting image: tick saliva assists the causative agent of Lyme disease in
evading host skin's innate immune response. The Journal of Investigative Dermatology.
Oct;129(10):2337-9.

Cheon H, Yang J, Stark GR. 2011: The functions of signal transducers and activators of
transcriptions 1 and 3 as cytokine-inducible proteins. Journal of Interferon & Cytokine
Research. Jan;31(1):33-40.

Chmelar J, Oliveira CJ, Rezacova P, Francischetti IM, Kovarova Z, Pejler G, Kopacek
P, Ribeiro JM, Mares M, Kopecky J, Kotsyfakis M. 2011: A tick salivary protein targets
cathepsin G and chymase and inhibits host inflammation and platelet aggregation. Blood. Jan
13;117(2):736-44.

Ihle JN, Kerr IM. 1995: Jaks and Stats in signaling by the cytokine receptor superfamily.
Trends in Genetics. Feb;11(2):69-74.

Ihle JN, Nosaka T, Thierfelder W, Quelle FW, Shimoda K. 1997: Jaks and Stats in
cytokine signaling. Stem Cells.;15 Suppl 1:105-11; discussion 112.

Kopecky J, Kuthejlova M. 1998: Suppressive effect of Ixodes ricinus salivary gland extract
on mechanisms of natural immunity in vitro. Parasite Immunology. Apr;20(4):169-74.

Leboulle G, Crippa M, Decrem Y, Mejri N, Brossard M, Bollen A, Godfroid E. 2002:
Characterization of a novel salivary immunosuppressive protein from Ixodes ricinus ticks.
The Journal of Biological Chemistry. Mar 22;277(12):10083-9.

Lieskovska J, Kopecky J. 2012: Tick saliva suppresses IFN signalling in dendritic cells
upon Borrelia afzelii infection. Parasite Immunology. Jan;34(1):32-9. do1: 10.1111/5.1365-
3024.2011.01345.x.

Lieskovska J., Kopecky J. Nepublikovano: Tick saliva attenuates NF-kB, Erk1/2, and Akt
mediated pathways in response to TLR-2 ligand and Borrelia afzelii in dendritic cells.

Lipscomb MF, Masten BJ. 2002: Dendritic cells: immune regulators in health and disease.
Physiological Reviews. Jan;82(1):97-130.

Magnuson HJ, Eagle H, Fleischman R. 1948: The minimal infectious inoculum of
Spirochaeta pallida (Nichols strain) and a consideration of its rate of multiplication in vivo.
American Journal of Syphilis Gonorrhea and Veneral Diseases. Jan;32(1):1-18.

Murray PJ. 2007: The JAK-STAT signaling pathway: input and output integration. Journal
of Immunology. Mar 1;178(5):2623-9.

Naujokat C, Berges C, Hoh A, Wieczorek H, Fuchs D, Ovens J, Miltz M, Sadeghi

M, Opelz G, Daniel V. 2007: Proteasomal chymotrypsin-like peptidase activity is required
for essential functions of human monocyte-derived dendritic cells. Immunology.
Jan;120(1):120-32.

47



Petzke MM, Brooks A, Krupna MA, Mordue D, Schwartz 1. 2009: Recognition of
Borrelia burgdorferi, the Lyme disease spirochete, by TLR7 and TLR9 induces a type I [FN
response by human immune cells. Journal of Immunology. Oct 15;183(8):5279-92.

Prevot PP, Adam B, Boudjeltia KZ, Brossard M, Lins L, Cauchie P, Brasseur
R, Vanhaeverbeek M, Vanhamme L, Godfroid E. 2006: Anti-hemostatic effects of a

serpin from the saliva of the tick Ixodes ricinus. The Journal of Biological Chemistry. Sep
8;281(36):26361-9.

Prevot PP, Beschin A, Lins L, Beaufays J, Grosjean A, Bruys L, Adam B, Brossard
M, Brasseur R, Zouaoui Boudjeltia K, Vanhamme L, Godfroid E. 2009: Exosites
mediate the anti-inflammatory effects of a multifunctional serpin from the saliva of the tick
Ixodes ricinus. The FEBS Journal. Jun;276(12):3235-46.

Rizzoli A, Hauffe H, Carpi G, Vourc H G, Neteler M, Rosa R. 2011: Lyme borreliosis in
Europe. Euro Surveillance. Jul 7;16(27). pii: 19906.

Samuel W.M., Pybus M.J., Kocan A.A. 1971: Parasitis diseases of wild mammals. lowa
State University Press, 2001 (second edition)

Shpacovitch V, Feld M, Hollenberg MD, Luger TA, Steinhoff M. 2008: Role of protease-
activated receptors in inflammatory responses, innate and adaptive immunity. Journal of
Leukocyte Biology. Jun;83(6):1309-22.

Skallova A, lezzi G, Ampenberger F, Kopf M, Kopecky J. 2008: Tick saliva inhibits
dendritic cell migration, maturation, and function while promoting development of Th2
responses. Journal of Immunology. May 1;180(9):6186-92.

Slamova M, Skallova A, Palenikova J, Kopecky J. 2011: Effect of tick saliva on immune
interactions between Borrelia afzelii and murine dendritic cells. Parasite Immunology.
Dec;33(12):654-60.

Stetson DB, Medzhitov R. 2006: Type I interferons in host defense. Immunity.
Sep;25(3):373-81.

Takeda Kiyoshi, Akira Shizuo 2004: TLR signaling pathways. Seminars in Immunology
16 (2004) 3-9

Takeda Kiyoshi and Akira Shizuo 2005: Toll-like receptors in innate immunity.
International Immunology, Vol. 17, No. 1, pp. 1-14

van Vliet SJ, den Dunnen J, Gringhuis SI, Geijtenbeek TB, van Kooyk Y. 2007: Innate
signaling and regulation of Dendritic cell immunity. Current Opinion in Immunology.

Aug;19(4):435-40. Epub 2007 Jul 12.

Watts C, West MA, Zaru R. 2010: TLR signalling regulated antigen presentation in
dendritic cells. Current Opinion in Immunology. Feb;22(1):124-30.

48



