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1. Uvod

1.1 Klist’ata

Klistatovci (Ixodida) se fadi mezi rozto¢e (Acari), patéici do tfidy pavoukovct
(Arachnida). Do tohoto fadu spadaji tfi Celedi. Prvni a zaroven nejvétsi Celedi jsou
klistatoviti (Ixodidae), tzv. tvrda klistata. Jejich nejvyrazné€jsimi znaky jsou pevny hibetni
§tit a hlava sméfujici dopiedu. Mezi tvrda klistata patii naptiklad rody Ixodes, Dermacentor
nebo Haemaphysalis. V Ceské republice se nejéastéji vyskytuje klistd obecné (Ixodes
ricinus). V USA lze najit piibuzného klistéte obecného, klist¢ Ixodes scapularis. Druhou
Celed’ fadu Ixodida tvofi tzv. mékka klistata, nebo téz klistakoviti (Argasidae). Ty od
tvrdych klistat odliSuje zejména nepiitomnost hibetniho Stitu a hlava schovana pod télem.
Mezi mekka klist'ata se fadi naptiklad rody Ornithodoros, Argas nebo Antricola. Treti ¢eledi
jsou Nuttalliellidae, mezi které fadime pouze jediny druh. Nuttalliella namaqua se vsak

vyskytuje pouze v jizni Africe (Mans et al., 2011).

1.1.2 Sani

Klistata jsou ektoparazité, Zivici se krvi hostitele. K tomuto zplsobu ziskavani potravy
maji specialné uzptisobené saci a travici Gstroji. Rozdilné ¢eledi klist'at maji odlisné zptisoby
krmeni. Klistata ¢eledi Ixodidae se krmi pomalu, nékdy i vice nez tyden, a krevni ztraty,
které zpusobi svému hostiteli jsou pomérné malé. Argasidae saji velice rychle, vétSinou ne
déle nez hodinu, a zplisobuji vétsi ztratu krve. Samice tvrdych klist’at saji v dospélosti pouze

jedenkrat pied nakladenim vajicek, zatimco samice mékkych klistat mohou sat opakovang.

Sani je pro klist€¢ narocny proces. Béhem evoluce se vyvinulo mnoho mechanismi,
slouzicich k usnadnéni sani. Usp&$né sani vyzaduje, aby v misté piisati klistéte krev stale
kolovala, nedochazelo ke koagulaci, agregaci desticek nebo vasokonstrikci. Také je tieba
zamezit bunééné 1 humoralni imunitni odpovédi hostitele. Kdyby tomu tak nebylo, klisté by
nebylo schopné sat a uhynulo. Proto klistéci sliny obsahuji mnoho molekul s

antihemostatickou, protizanétlivou ¢i imunomodulaéni aktivitou (Francischetti et al., 2009).



1.1.2.1 Imunomodulaéni u¢inky klistécich slin

Klistata vyvinula mnoho mechanismii, kterymi se vyrovnava s vrozenou i adaptivni
imunitni odpovédi. Latky obsazené v kliStécich slinach pilisobi na rizné bunky imunitniho

systému.

Lipocaliny se vyskytuji ve slinach nejen klistat, ale i krevsajicich plostic rodu Triatoma
(Ribeiro et al., 2004). Tyto latky vazi serotonin a histamin. Diky této schopnosti plisobi
protisrazlivé, mimo to ptsobi proti komplementu (Nunn et al., 2005), vazi imunoglobuliny

(Wang et al., 1998) a maji toxické vlastnosti (Mans et al., 2003).

Ficoliny patfi do skupiny lektinii, znamé jako Ixoderiny. Tyto latky velice pfipominaji
PRPs (pattern recognition proteins), spojené s aktivaci komplementu u savct. Na svém konci
maji doménu podobnou komplementové slozce C3. Byly objeveny u mnoha druhti tvrdych i

mekkych klist'at (Rego et al., 2005).

Mnoho molekul v klistécich slinach ovliviiuje aktivitu dendritickych bunék. Piikladem je
prostaglandin E2 (PGE) klistat Ixodes scapularis a Rhipicephalus sanguineus, ktery ptsobi
jako inhibitor produkce IL-12 a TNF a, zatimco produkci IL-10 u dendritickych bunék
derivovanych z kostni dfen¢ (BMDC) zvysoval v odpovédi na TLR ligandy (Sa-Nunes et al.,
2007). Takto na dendritické buiikky pusobil i adenosinovy nukleotid. Tento proces je
spoustén pres cyklicky adenosin monofostat (cAMP), coz vede k aktivaci proteinové kinazy
A (PKA). Tento enzym hraje dulezitou roli v modulaci cytokinové odpovédi (Su et al.,
2008).

Druhym ptikladem kliStéci molekuly pisobici na dendritické buiiky je Salpl5 kliStéte
Ixodes scapularis. Nase klist¢ Ixodes ricinus exprimuje tfi homology tohoto proteinu
(Hovius et al., 2007). Salpl5 moduluje imunitu hostitele tim, ze se vaze na povrchovy
protein borrelii (OspC), ¢imz brani destrukci bakterii protilatkami hostitele (Ramamoorthi et
al., 2005). Mimo to inhibuje CD4, ¢im se podili na inhibici proliferace T lymfocytt (Garg et
al., 2006). Salpl5 se také vaze na lektinovy receptor DC-SIGN, ktery je exprimovan
dermélnimi dendritickymi bunkami. Tento receptor je nezbytny pro rozpoznani patogenu
(Geijetenbeek et al., 2009). Interakce Salpl5 s DC-SIGN vede k inhibici produkce IL-6,
IL-12p70, IL-1p a TNFa u dendritickych bunék aktivovanych TLR ligandy nebo borreliemi,
zatimco produkce IL-10 byla zvySena. Piitomnost Salpl5 tedy inhibovala aktivaci T
lymfocytd (Hovius et al., 2008).



Mezi vyznamné imunomodulétory piisobici na dendritické buiiky obsazené v klistécich

slinach patii cystatiny.

1.2 Cystatiny

Cystatiny jsou skupinou vratnych inhibitort, pisobicich na papainu podobné cysteinové
proteazy a legumainové protedzy. Byly objeveny v mnoha rlznych organismech,
obratlovcich, bezobratlych, a dokonce i v rostlinich a prvocich. Uastni se mnoha
biologickych procesti, napfiklad prezentace antigenu, rozvoje imunitniho systému,
chemotaxe neutrofil béhem zanétu a apoptézy (Honey a Rudensky, 2003). Jako regulatory

proteolyzy jsou také spojené s bunéénou/ tkanovou homeostazou.

Cystatiny se d¢li na 4 zadkladni skupiny, typ 1 (intraceluldrni), typ 2 (extracelularni), typ 3
(kininogeny) a typ 4 (fetuiny, proteiny bohaté na histidin) (Rawlings a Barret, 1990). Nékdy
se vSak uvadéji pouze 3 typy. Cystatiny typu 1 a 2 byly objeveny u mnozstvi mékkych i
tvrdych klist’at.

1.2.1 Cystatiny typu 1

Cystatiny typu 1, také zndmé jako stefiny, jsou intracelularni. Poprvé byly objeveny v
cytosolu lidskych polymorfonuklearnich granulocytii a oznaceny jako cystatin A (Brzin et
al., 1983). Dalsi byly objeveny v mnoha typech bunék a v malém mnozstvi i v télnich
tekutinach. Jsou silnymi inhibitory papainu, katepsinii L, S a H a v mensi mife inhibuji i
katepsin B. Tyto proteiny nemaji zadné karbohydratové postranni fetézce, signalni protein

ani disulfidické mustky, coz je odliSuje od cystatinli ostatnich typt.

Klistéci cystatiny typu 1 byly objeveny u péti riiznych druhti tvrdych klistat ze ctyt rodu.
VSechny Ize najit v kliStécim stfevé nebo slinnych Zlazach. Prvni byl biochemicky
charakterizovan Bmcystatin klistéte Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Lima et al.,
2006). Dale byly cystatiny typu 1 objeveny u klistat Rhipicephalus sanguineus (Anatriello et
al., 2010), Ixodes scapularis (Ribeiro et al., 2006), Haemaphysalis longicornis (Zhou et al.,
2006) a Dermacentor variabilis (Anderson et al., 2008). Tyto cystatiny jsou velmi odlisné od

Cystatinl typu 1 ostatnich Zivo€ichi.



1.2.2 Cystatiny typu 2

Prvni cystatin typu 2 byl objeven v roce 1968 z kuieciho vejce (Fossum a Whitaker.
1968). Tento inhibitor reagoval s papainem a katepsiny B a C. Tyto sekre¢ni proteiny se od
cystatint typu 1 odliSuji zejména strukturou, maji signalni peptid a dva disulfidické mustky.
Mimo to jsou extracelularni, nachazi se ve vétSing télnich tekutin a maji vy$s$i molekulovou

hmotnost nez cystatiny typu 1. Patii mezi n¢ i lidsky cystatin C.

VétSina studovanych klistécich cystatind patii mezi cystatiny typu 2. Dosud bylo
objeveno 14 téchto inhibitori cysteinovych proteaz, 2 jim podobné proteiny klistéte

Ornithodoros coriaceus, a 9 z nich bylo plné funkéné charakterizovano.

Dalsi cystatiny typu 2 byly objeveny u mnoha riiznych druhti tvrdych i mékkych klistat,
napiiklad cystatiny Hlcyst-2, Hicyst-3 a HISC-1 klistéte Haemaphysalis longicornis (Zhou
et al., 2006) nebo Om-cystatin 1 a Om-cystatin 2 klistéte Ornithodoros moubata (Grunclova
et al., 2006).

Do této skupiny patii sialostatin L, sialostatin L2 a mnoho dalsich.

1.2.2.1 Sialostatin L a sialostatin L2

Sialostatin L a sialostatin L2 jsou cystatiny klistéte Ixodes scapularis. Jako prvni byl
objeven sialostatin L (Valenzuela et al., 2002). Jméno dostal podle své funkce, inhibuje
katepsin L. O né¢kolik mésict byl popsan sialostatin L2 ze slin stejného klistéte, a posléze i

funk¢né charakterizovan (Ribeiro et al., 2006).

Oba tyto cystatiny plsobi jako silné inhibitory katepsinu L. Sialostatin L navic inhibuje
katepsin S. U sialostatinu L2 byl objeven pouze velice slaby t¢inek na tento katepsin. Na
rozdil od ostatnich cystatinti, sialostatin L ani sialostatin L2 nepiisobi jako inhibitory

katepsini B a H (Kotsyfakis et al., 2007).

Katepsiny v organismu hraji diilezitou roli pfi zpracovani antigenu a dozravani komplexu
MHC II. Studie s mySimi dendritickymi bunikami, které neexprimuji katepsin L, dokazaly, Ze
pouze sialostatin L byl schopny ptsobit na prezentaci antigenu (Hsing a Rudensky, 2005).
Mimo to byla v pfitomnosti tohoto sialostatinu silné naruSena prezentace antigenu

zprostiedkovana katepsinem S (Sa-Nunes et al., 2009).



U sialostatinu L2 nebyl objeven zadny vyrazny efekt na modulaci prezentace antigenu.

Ptesto je pro uspésné sani klistéte nezbytny (Kotsyfakis et al., 2007).

Obr. 1: Struktura sialostatinu L.

zdroj: http://pdbj.org/mine/summary/31i7

1.2.3 Cystatiny typu 3

Cystatiny typu 3, znamé také jako kininogeny, jsou velké sekretované multidoménové
proteiny obsahujici 8 disulfidickych mustkl. Nachazeji se v télnich tekutinach a ucastni se
napiiklad obrany proti volnym lysozomalnim cysteinovym protedzdm nebo protedzdm

invadujicich mikroorganismu, mimo to fidi adaptivni imunitu (Scharfstein et al., 2007).

1.2.4 Cystatiny typu 4

Cystatiny typu 4, nebo také fetuiny a glykoproteiny bohaté na histidin jsou také sekrecni
proteiny, které fadime mezi cystatiny, postradaji vSak vlastnosti inhibitorti cysteinovych

proteaz (Brown and Dziegielewska, 1997).



1.3 Imunitni systém hostitele

Imunitni systém hostitele se sklada ze dvou zdkladnich typu imunitni odpovédi, vrozené a
ziskané (adaptivni). Vrozend imunita je nespecificka a Ucastni se ji hlavné monocyty,

makrofagy, polymorfonukledry a dendritické bunky.

Ziskana imunita je mnohem specifi¢téjsi, navic je zde moznost indukce imunologické
paméti, kterd mize byt i dozivotni. Buitkkami ziskané imunity jsou zejména T a B lymfocyty.
B lymfocyty nesou protilatkové molekuly jako receptory pro antigen, po aktivaci se méni na
pamétové a plasmatické bunky, které produkuji protilatky. T lymfocyty rozpoznavaji
antigen na rozdil od B lymfocytii spoleéné¢ s antigeny hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC). Rozpoznani antigenu vede k diferenciaci na pamétové a efektorové
bunky, které se déli na 2 zékladni subpopulace, cytotoxické Tc CD8+ lymfocyty a pomocné
(helper) Th CD4+ lymfocyty. Nékdy se uvadi i tieti subpopulace, supresorové Ts lymfocyty.

Bunky vrozené i ziskané imunity spolu velmi Gzce spolupracuji. Buiiky vrozené imunity,
jako makrofagy a zejména dendritické bunky funguji jako antigen prezentujici buiiky (APC).
Tyto buiky internalizuji antigen, degraduji ho na malé peptidy, které vystavi na svém
povrchu v komplexu s MHC. Tento komplex je nasledné rozpoznan T lymfocyty, coz vede k
jejich aktivaci. Produkované cytokiny a chemokiny dale rozhoduji, zda odpovéd’ bude spise
bunécnd, zprosttedkovana cytotoxickymi T lymfocyty, nebo humorélni, zprostfedkovana
protilatkami  produkovanymi plasmatickymi buiikami. Mimo to nékteré cytokiny
produkované T bunikami zesiluji schopnost fagocytdozy u bunék vrozené imunity (Doan,
Thao, 2008).

1.3.1 Dendritické bunky

Tyto bunky byly poprvé popsany na konci 19. stoleti némeckym patologem a biologem
Paulem Langerhansem, po kterém jsou také pojmenovadny Langerhansovy buiky,
dendritické bunky vyskytujici se v kiizi. Termin dendritické buniky byl zaveden kanadskym
imunologem Ralphem M. Steinmanem a bunéénym biologem Zanvilem A. Cohnem v roce
1973.

Dendritické buiiky jsou jednim z typh bilych krvinek vyskytujicich se v krvi a tkénich.
Jejich velikost se obvykle pohybuje kolem 7um. Sviij néazev ziskaly podle svého
charakteristického tvaru s ¢etnymi vybézky, ktery pfipomina dendrity neurond. Vznikaji
Vv kostni dieni z CD34 pozitivni hematopoetické kmenové buiky (hemocytoblast), kterd se
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dale diferencuje bud’ na myeloidni progenitor, z kterého vznikaji kromé dendritickych bunék
jesté granulocyty, zirné bunky, megakaryocyty, erytroblasty, monocyty a makrofagy, nebo
na lymfoidni progenitor, ze kterého vznikaji kromé dendritickych bun¢k lymfocyty a NK
buriky. Podle bunéénych progenitorit se tedy dendritické buniky déli na dva zakladni typy
(Lewis a Reizis, 2012).

Plasmacytoidni dendritické buiikky jsou velmi podobné protilatky produkujicim
plasmatickym buikam, ale funkéné pfipominaji spiSe myeloidni dendritické buiiky. Jsou
také schopné produkovat velké mnoZstvi interferonu a a interferonu . Druhym typem jsou

konvenc¢ni dendritické buriky, které jsou velice podobné monocytiim.

Obr. 2: Dendriticka burika.

zdroje: http://www.nephronpower.com/2011 10 01_archive.html

Existuje jesté jeden typ dendritickych bunék, tzv. folikularni DC, které s klasickymi
DCs nejsou ptibuzné, protoze pochéazeji z mezenchymalni prekurzorové buiky, avSak

podobaji se jim funkéné i morfologicky (Tew et al., 1997).

Dendritické bunky ptedstavuji znacn€ heterogenni populaci bunék nesoucich vSak
nekolik spolecnych znakl. VSechny dendritické buniky jsou si podobné hlavné spole¢nou
expresi molekul CD11c, CD80, CD86 a MHCII. Naopak se od sebe jednotlivé subsety lisi
napf. expresi CD11b.

Dendritické bufiky se nachazeji v mnoha tkanich, které jsou v kontaktu s vn&j$im
prostiedim, zejména v kiizi (Langerhansovy buiiky epidermis), sliznici nosu a plic, zaludku a
stitevech. Nezralé dendritické bunky lze nalézt v krvi, poté migruji do lymfatickych organt,

uzlin a sleziny, kde spolupracuji s T a B lymfocyty jako antigen prezentujici bunky.


http://www.nephronpower.com/2011_10_01_archive.html

Dendritické bunky jsou schopné fagocytézy. Tato schopnost se 1iSi mezi nezralymi a
zralymi (maturovanymi) bunkami. Maturované DC schopnost fagocytovat ztraceji.
Dendritické bunky, po rozpoznani a zpracovani patogenu, na svém povrchu exponuji
peptidy fagocytovanych mikrobti spoleéné s antigeny hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC), které jsou detekovatelné T lymfocyty. Proto jsou dendritické bunky
dilezitou soucasti vrozené imunity a funguji jako nejucinnéjsi antigen - prezentujici bunky
(APC). Diky tomu jsou schopny spoustét a regulovat odpovéd’ adaptivni imunity. Odpovéd’
T bunek rovnéz reguluji pomoci mnozstvi produkovanych cytokinti a chemokint. Zvlastni

vyznam maji zejména interleukin 10 (IL-10) a interleukin 12 (IL-12).

-----

inhibuje syntézu prozanétlivych cytokini a ucastni se indukce Th2 bunééné odpovédi, ktera

stimuluje B lymfocyty a tim humoralni, protilatkovou odpovéd'.

IL-12 ptsobi prozanétlivé a podporuje vyvoj Thl bunééné odpovédi, kterd stimuluje
cytotoxické T lymfocyty, makrofdgy a NK builkky. Nové vyzkumy navic dokazuji jejich
dalezitou roli pfi tlumeni imunitni odpovédi a vytvafeni periferni resistence spojené
s tvorbou anergickych nebo neodpovidajicich T-lymfocytd a regula¢nich T-lymfocytd

(Steinman et al., 2007; Steinman 2008).

1.3.2 Bunééné rozpoznavani patogeni

Imunitni systém rozpoznava patogeny pomoci receptorii obecné¢ znamych jako vzory
rozpoznavajici receptory (PRRs, pattern recognition receptors). Tyto receptory, kodované
geny zarodecné linie (germ-line genes), rozpoznavaji Siroké spektrum mikrobidlnich
struktur, konkrétné vzory patogenity (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) a
aktivuji bunky vrozené imunity, véetné dendritickych bunék (Steinman a Banchereau., 2007;
Steinman 2008). Mezi PRRs patii toll-like receptory (TLRs), lectin-like receptory typu C
(CLRs), RIG-I like receptory (RLRs) a Nod-like receptory (NLRS).

Nejen bunky imunitniho systému, ale i ostatni buniky exprimuji velké mnoZstvi téchto
receptort, které jsou schopné vyvolat odpovéd’ na patogeny. U dendritickych bunék,
nejucinngjSich antigen prezentujicich bunék, bylo objeveno a charakterizovano nekolik typt
receptort, podilejicich se na regulaci typu, kvality a sily imunitni odpovédi. Ackoliv i u

CLRs, RLRs a NLRs byla prokézana diilezita role pfi modulaci adaptivni imunity, nejvice



zjisténi ndm poskytuji analyzy funkce TLRs pfi modulaci T-bunécné imunity namifené proti

patogeniim (Manicassamy a Pulendran, 2009).

1.3.2.1 Toll-like receptory (TLRs)

TLRs jsou rodinou evolu¢né konzervovanych PRRs, které rozpoznavaji velmi Siroké
spektrum mikrobidlnich komponent. Jsou to transmembranové proteiny typu 1 (1x prochazi

membranou), skladajici se ze 3 domén.

Prvni je na leucin bohata opakujici se sekvence na C-konci (LRR), kterd rozpoznava
mikrobidlni komponenty, dale pak centralni transmembranova doména a na N-konci
cytoplasmaticka TIR (Toll/IL-1R homologni doména) signalni doména (Akira et al., 2006).
TLRs mohou byt exprimovany jako homodimery, nebo heterodimery (TLR 2+ TLR 1, nebo
TLR 2+ TLR 6).

U savéich bunék se vyskytuje nejméné 11 typd téchto receptorti (Takeda et al., 2003).
Toll-like receptory byly objeveny nejen u dendritickych bungk, ale i u mnoha dalSich, jako
jsou makrofagy, NK bunky (natural Killer), zirné bunky, neutrofily, B buiiky, T burky, a u

neimunitnich bunék, fibroblastt, epitelidlnich bunék a keratinocyti.

Vétsina TLRs (TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10 a 11) je exprimovana na povrchu bunék, ackoliv
nékolik z nich (TLR 3, 7, 8 a 9) je prezentovano uvniti endosomalnich komponent, pii jejich

aktivaci je tedy vyuzito schopnosti dendritickych bun¢k fagocytovat patogeny.

1.3.22 Typy TLR

Kazdy typ TLR rozpoznava rizné mikrobialni stimuly. TLR 1, ozna¢ovan jako CD281
(diferenciacni skupina, cluster of differenciation), rozeznava molekularni vzory specifické
pro gram-pozitivni bakterie. Mezi ligandy rozpoznavané timto receptorem patii bakterialni
peptidoglykan a (triacyl)lipoproteiny, ovSem pouze v heterodimeru s TLR 2. TLR 1 se

nachazi zejména na membranach makrofagt a neutrofilti (Takeuchi et al., 2002).

TLR 2, oznacovan jako CD282, rozpoznava zejména komponenty bakterialni stény, jako
jsou peptidoglykany gram-pozitivnich bakterii, lipoproteiny bakterii rodu Mycobacterium,
lipoteichoickou kyselinu (LTA, lipoteichoic acid) a n¢které komponenty bunééné stény hub

(Takeuchi et al., 1999).



TLR 3, oznacovan jako CD283, je jednim z intracelularnich receptorti, a tudiz k jeho
aktivaci dochazi po fagocytoze patogenu. Rozpoznava virovou dvouvlaknovou RNA, kterou

nesou napiiklad retroviry (Manicassamy a Pulendran, 2009).

Obr. 3: Struktura TLR 3.

Zdroje: https://www.boundless.com/microbiology/immunology--2/innate-defenders/toll-like-

receptors/

TLR 4 (CD284) ve spolupraci s MD proteinem a CD rozpoznava lipopolysacharidy
(LPS) ze stény vétSiny gram-negativnich bakterii, které funguji jako endotoxiny, aktivuji

imunitni systém a vyvolavaji silnou sekreci pro-zanétlivych cytokint (Hoebe et al., 2003).

TLR 5 (CD285) rozpoznava flagellin, ze které¢ho jsou utvafeny bakterialni biciky gram-
negativnich 1 gram-pozitivnich bakterii. Tento protein se vyskytuje u vSech bicikatych
bakterii v hojném mnozstvi a je faktorem virulence. Rozpoznani flagellinu pomoci TLR 5

vede k zvysené produkci TNFa (tumor necrosis factor ), (Hayashi et al., 2001).

TLR 6 (CD286) vytvati heterodimer spolecné s TLR 2, a v tomto komplexu se tcastni
rozpoznavani zejména peptidoglykant gram-pozitivnich bakterii a lipoproteint bakterii rodu

Mycobacterium (Takeuchi et al., 1999).

TLR 7 (CD287) je dalSim z intracelularnich receptorli, jejichz aktivace vyzaduje

fagocytdzu patogenu. Rozpoznévéa jednotfetézcovou RNA v endosomech, diky cemuz se
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podili na protivirové imunité. Mimo to je TLR 7 schopen rozpoznat i malé syntetické

imunomodulatory, jako je imiquimod (Diebold et al., 2004).

TLR 8 (CD288) je intracelularni receptor velice podobny TLR 7. Stejné jako TLR 7
rozpoznava jednovldknovou RNA a nékteré malé syntetické imunomodulatory, jako R-848
nebo loxoribin (Heil et al., 2004). Kromé toho jsou nékteré genetické varianty TLR 8

Vv posledni dobé spojovany s citlivosti vici plicni tuberkuléze.

TLR 9 (CD289) je poslednim z intracelularnich receptor. Studie prokazaly, ze tento
receptor zprostfedkovavd bunéénou odpovéd na bakteridlni ¢i virovou DNA tim, ZzZe
rozpoznava nemetylované CpG oligodeoxynukleotidové sekvence (cytosin trifosfat C

spojeny s guanin trifosfatem G fosfodiesterickou vazbou p) (McCluskie a Krieg., 2006).

TLR 10 (CD290) je exprimovan na bunéném povrchu a jeho funkce neni zcela znama.
Bylo objeveno né¢kolik riznych transkripénich variant kddujicich ten samy protein (Chuang

a Ulevitch, 2001).

TLR 11 (CD291) rozpoznava profilin a flagellin na povrchu nékterych bakterii. Ugastni
se aktivace vrozené i adaptivni imunity diky aktivaci TNFo a IL-12, a také sekreci IFN y
(interferon). TLR 11 se uplatituje v imunitni odpovédi proti riznym bakteriim, jakymi jsou
napiiklad ptivodce toxoplasmozy Toxoplasma gondii, néktefi zastupci rodu Salmonella nebo

uropatogenické bakterie jako Escherichia coli (Yarovinski et al., 2005).
1.3.2.3 Signaly spousténé pomoci TLRs

Interakce TLR se specifickym ligandem vede k pfipojeni intracelularnich adaptért
obsahujicich TIR-doménu, jako MyDS88, TIRAP, TRIF a TRAM, zprostiedkovanému
interakci TIR-domén adaptéru a receptoru. Tento proces pokracuje pfipojenim proteint
zrodiny IRAK (IRAK 1, 2, 4 a IRAK-M - kinazy spojené s receptorem interleukinu 1) a
TRAF6 (faktor 6 spojeny s TNF receptorem), vedoucim k aktivaci MAP kinaz a
transkripénich faktorii NF-xB a AP-1, které jsou klicové pro indukci zanétlivych a

-----

bunécného zrani jako jsou CD80, CD83, CD86 a CCR7 (chemokinovy receptor).

Kazdy TLR véze specificky adaptér a aktivuje odliSnou signalni drahu, na jejimz konci je
aktivace riznych transkripcnich faktori. VSechny TLR, kromé TLR 3, zprostfedkovavaji
signalizaci pies protein MyD88 (Medzhitov a Janeway, 2000). Signalizace pomoci TLR 3 je
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zavisla na adaptéru TRIF. To vede k aktivaci serin/treonin-proteinové kinazy (TBKI1) a
interferon regulacniho faktoru 3 (IRF3). Vysledkem je silna indukce interferonu f3

(Yamamoto et al., 2003).

TLR3

TRIF

TBK1

NEMO/IKK IKKe/i

IKKB

|
NF-KB-

//

"F'KB- - IRF-3

NF-KB

(early phase. l—b (Iate phase
| Inflammatory cytokines |

Obr. 4: TLR signalni drahy.

zdroj: http://www.bioscience.org/2009/v14/af/3397/fulltext.php?bframe=figures.htm

TLR 4 vyuZiva signalizaci pres protein MyD88 1 ptes TRIF. Navic signalizace pomoci
TLR 4 selektivné vyuziva adaptorovy protein TRAM. Signaliza¢ni drdha pomoci proteinu
MyD88 vede k aktivaci MAP kindz a transkripéniho faktoru NF-kB, zatimco dridha
vyuzivajici protein TRIF aktivuje interferon regulacni faktor 3 (IRF3) a vede k indukci
interferonu B gent. Pravdépodobné diky témto dvéma signalizatnim drahdm se TLR 4
ligandy, jako naptiklad LPS, ukazuji jako nejsiln€jsi aktivatory proliferace myeloidnich
dendritickych bunck.

TLR 4 a TLR 2 navic interaguji s proteinem TIRAP, ackoliv jeho funkce neni zcela

znama.
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TLRs se nachéazeji na riiznych typech bunék. TLR7 a TLR9 jsou hojné exprimovany na
plasmocytoidnich dendritickych buiikédch, zatimco jejich exprese na myeloidnich
dendritickych bunkéch je slabsi, TLR 2, 3, 4, 5 a 8 jsou exprimovany na myeloidnich
dendritickych buiikach (Cao a Liu, 2007).

Aktivace TLR 7 a TLR 9 vede pies MyD88 k fosforylaci a aktivaci transkripéniho

faktoru IRF 7, ktery je hlavnim regulatorem produkce interferont typu I.
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2. Cile prace

Optimalizovat podminky navozeni maturace myeloidnich dendritickych bun¢k po
pfidani TLR ligandd, zméfit povrchovou expresi komplexu MHC 11, kostimulacnich
molekul CD80 a CD86 a stanovit produkci cytokini (TNFa, IL-10, IL-12).

Zhodnotit vliv klistécich cystatinli na maturaci DCs (méfenim povrchové exprese
MHC II, CD80 a CD86) po stimulaci riznymi TLR ligandy.

Stanovit vliv kliStécich cystatinli na produkci vybranych cytokini (TNFa, IL-10,
IL-12).
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3. Material a metody
3.1 Pouzity material a chemikalie

sterilni PBS

e izopropanol

e MEM
e NH,CI

« RPMI 1640
« BOFES

e GM-CSF
e EDTA

e LPS

e LTA

e IQ

e POLYIC

e roztok trypanové modii

e protilatky - antiMHC 11, antiCD80, antiCD86, antiCD11c

e magnetické kuli¢ky - antiCD11c

e propidium bromid

e kit pro ELISA

e cystatiny - CPI 1 a CPI 2 klistéte Ixodes ricinus, sialostatin L a sialostatin L2 klistéte

Ixodes scapularis

3.2 Experimentalni zvirata

Pro experimenty byly pouzity myS$i samice kmene C57BL/6N ve véku 6-10 tydnd,
chované ve zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd Ceské

republiky v Ceskych Budé&jovicich za standartnich podminek.

3.3 Izolace bunék z kostni diené

Mys$ byla usmrcena zlomenim vazu. Zadni nohy byly stazeny z klze, odstfizeny a
oplachnuty ve sterilnim PBS. Ze zadnich nohou byla vypreparovana stehenni a holenni kost
tak, aby zustala nepoSkozena. Ocisténé kosti byly oplachnuty v izopropanolu vlozeny do

Petrihno misky s MEM. Konce kosti byly odstfizeny a kostni dien injek¢ni stiikackou
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vyplachnuta do nové Petriho misky s MEM. Pomoci pipety s modrou Spickou byla dien
rozsuspendovana, prefiltrovana pted BD filtr a sto¢ena 10 minut pfi zrychleni 196 g a teploté
4°C. Erytrocyty, pfitomné v bunécném peletu, byly lyzovany pomoci 2 ml 0,84% NH4CI
ohtfatého na 37°C. Po dvou minutich byla lyza zastavena pfidanim 10 ml MEM.
Nasledovalo pocitani bun¢k v Biirkerové komtrce, sto¢eni a natedéni v BMDC médiu
(RPMI + 10%BOFES + ATB + Mercaptoetanol + 30 ng/ ml  GM - CSF) na koncentraci 10°
bunék/ml. Suspenze byla rozkapana do 6-jamkového panelu po 2ml na jamku, tedy 2x10°
bunék/ 1 jamka. Buniky byly kultivovany tyden v CO, inkubdatoru pii teploté 37°C, kazdé 2-3
dny bylo 70% média vyménéno, nebo byly ptidany 2ml nového média.

3.4 Magneticka separace CD11c pozitivnich bunék

Po tydenni inkubaci byly buniky z panelu odebrany a sto¢eny v centrifuze 10 minut pfi
zrychleni 196 g a teploté 4°C. Po sliti supernatantu se k peletu ptidalo 10 ml MACS pufru
(PBS + 2% BOFES + 1mM EDTA) a nasledovala dalsi centrifugace. Po opétovném sliti
supernatantu bylo k bunkdm ptidano 75ul CD11c magnetickych kulicek a MACS pufr na
celkovy objem 1,5 ml. Poté byly buiiky inkubovany 15 minut na ledu. Poté¢ byly bunky
promyty desetinasobnym objemem MACS pufru a stoeny. Mezitim byla pfipravena
kolonka 3ml MACS pufru. Po stoceni a sliti supernatantu byly buniky rozsuspendovany v
500 ul MACS pufru a nakapany na kolonku. Kolonka byla tfikrat promyta 3 ml MACS
pufru. Po vyndani z magnetického stojanu byla kolonka nasazena na zkumavku a bunky byly
eluovany 5 ml RPMI + 10% BOFES pomoci pistu. Poté byly buiniky spocitany a roziedény

do 24-jamkového panelu.
3.5 Stimulace bunék TLR ligandy a pridani cystatinu

Buiiky po inkubaci nebo po magnetické separaci byly rozdéleny do 96-jamkového panelu
po 150 000 bunck/jamka (50 pl). Buiiky byly rozdéleny do nékolika skupin. Ke kontrolnim
buitkkdm bylo pfidano pouze RPMI médium s 10% BOFES (150 pl). K buikdm
stimulovanym ligandem bylo pfidano LPS, LTA nebo 1Q, nafedéné v RPMI médiu na
pozadovanou koncentraci (LPS - 100 ng/ml; LTA - 2 pg/ml; IQ - 2 pg/ml). K poslednim 3-4
skupinam bun¢k byl pfidan do RPMI s TLR ligandem jeden z pouzitych cystatini tak, aby
vysledna koncentrace inhibitoru byla 3 uM. Poté byly bunky inkubovany v termostatu pii
teploté 37°C v 5% atmosféie CO, po dobu 24 hodin.
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3.6 Priprava bunék pro analyzu pomoci priitokové cytometrie

Po 24-hodinové inkubaci byly supernatanty odebrany a ulozeny pro pozdéjsi analyzy
(ELISA). Bunky byly drzeny na ledu a po omyti vychlazenym PBS (200ul) bylo do kazdé
jamky napipetovano 200ul studené¢ho 0,005M EDTA v PBS. Po 20 minutiach byly bunky
preneseny na U-panel. Pienesené buiiky byly stoceny 2 minuty pfi zrychleni 353g a teploté
4°C. Po sliti supernatantu byly buiiky promyty 150 pl promyvaciho pufru (PBS + 1%
BOFES) a stoCeny. Supernatant byl opét odebran a buiiky byly pfipraveny na znaceni. Do
kazdé jamky s bunkami bylo pfidano 20 pl protilatek (anti-CD11c zna¢eno APC nebo PE,
anti-MHC 1I znac¢eno PE-Cy5 nebo Alexa700, anti-CD80 znaceno FITC a anti-CD86
znateno PE nebo APC; vSe od firmy eBioscience), fedénych v poméru 1:100. Znafené
buiiky byly inkubovany 20 minut v lednici, poté byly opét 2x promyty stejnym zpisobem,
jako pred znacenim, a rozsuspendovany v 150 pl promyvaciho pufru. Takto pfipravené

bunky byly méfeny na pratokovém cytometru.

V experimentech, kde bylo pouzito vicebarevné znaceni, se navic piipravovaly
kompezacéni kontroly, které byly vzdy smési bunék znacenych jednou protilatkou a bunék

neznacenych.

3.7 Méfeni na priitokovém cytometru

Znacené bunky byly méfeny na priatokovém cytometru FACS Canto II. K analyze slouzil

BD FACS-Diva software. Tabulka I. uvadi nastaveni parametri cytometru.

Tab. I: Nastaveni parametri FACS.

FSC 245

SsC 400

FITC 520

PE 400
PE-TEXAS RED 600
APC 400
Alexa 700 600
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3.9 ELISA

Koncentrace cytokini TNF-a, IL-10 a IL-12 byla zjiStovana metodou ELISA vyuZzitim

kitu Ready-set-go od firmy eBioscience dle instrukci vyrobce.

3.10 Zpracovani dat

K analyze dat ziskanych z méfeni na prutokovém cytometru a metodou ELISA byl pouzit
program MS Excel (statisticka vyznamnost byla vypoctena pomoci statistického programu

Student t-test, rovnéz smérodatna odchylka, které je znazornéna v grafech).

3.11 Rozdéleni bunék pro experimenty
Pro prvni pokus byly buiiky rozdéleny podle nasledujiciho schématu:

A) Kontrolni nestimulované bunky
B) Buiiky stimulované LPS

C) Buiky stimulované LTA

D) Bunky stimulované 1Q

E) Buiiky stimulované POLY I:C

Pro ostatni experimenty bylo pouZito nésledujici schéma:

A) Kontrolni nestimulované buiky

B) Buiilky stimulované TLR ligandem (LPS, LTA, IQ, POLY I:C)
C) Stimulované buiiky s pfidanym cystatinem CPI 1

D) Stimulované bunky s ptidanym cystatinem CPI 2

E) Stimulované bunky s pfidanym cystatinem sialoL

F) Stimulované buiiky s pfidanym cystatinem sialoL2

3.12 Pokus €. 1
Optimalizace metody, stimulace dendritickych bunék TLR ligandy

Dendritické bunky byly derivovany pomoci GM-CSF. Magneticka separace po piecisténi
od CD11c negativni populace nebyla pouzita. Buiiky byly nasazeny do panelu a stimulovany
pouze TLR ligandy. Po 24 hodindch byly buniky znaceny protilatkami rozeznavajicimi
komplex MHC 1I (znaceno PE-Cy5). Metodou ELISA byla z odebraného supernatantu

zmeétena koncentrace cytokinu TNF-a.
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3.13 Pokus €. 2

Vliv kliStécich cystatinii na LPS indukovanou maturaci dendritickych bunék

Dendritické buiiky byly derivovany s GM-CSF. Magneticka separace pro piecisténi od
CDllc negativni  populace nebyla pouzita. Bunky byly nasazeny do panelu a
stimulovany v pfitomnosti cystatinu. Po 24 hodinach byly bunky znaceny protilatkami
rozeznavajicimi CD80 (FITC), CD86 (APC), MHC II (PE-Cy5) a CD11c (PE). Metodou
ELISA byly z odebranych supernatantli stanoveny koncentrace cytokini TNF-a, IL-10 a
IL-12.

3.14 Pokus ¢. 3

Vliv kliStécich cystatinii na LTA indukovanou maturaci dendritickych bunék

Dendritické buiiky byly derivovany s GM-CSF a nasledné precistény od CD11c negativni
populace magnetickou separaci. Buiikky byly nasazeny do panelu a stimulovany v pfitomnosti
cystatinu. Po 24 hodinach byly buiiky znafeny protildtkami rozeznavajicimi CD80 (FITC),
CD86 (APC nebo PE), MHC Il (PE-Cy5 nebo Alexa700) a CD1lc (PE nebo APC).
Metodou ELISA byly z odebranych supernatantl stanoveny koncentrace cytokiniit TNF-a,
IL-10 a IL-12.

3.15 Pokus ¢é. 4

Vliv kliStécich cystatinii na IQ indukovanou maturaci dendritickych bunék

Dendritické buiiky byly derivovany s GM-CSF a nésledné piecistény od CD11c negativni
populace magnetickou separaci. Buniky byly stimulovany v pfitomnosti cystatinu. Po 24
hodinach byly buniky znaceny protilatkami rozeznavajicimi CD80 (FITC), CD86 (APC nebo
PE), MHC Il (PE-Cy5 nebo Alexa700) a CD11c (PE nebo APC).. Metodou ELISA byly z

odebranych supernatantl stanoveny koncentrace cytokinti TNF-a, IL-10 a IL-12.
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3.16 Pokus €. 5

Vliv Kklistécich cystatini na POLY I:C indukovanou maturaci dendritickych bunék

Dendritické buiiky byly derivovany s GM-CSF. Magneticka separace pro ptecisténi od
CD11c negativni populace nebyla pouzita. Bunky byly stimulovany v pfitomnosti cystatinu.
Po 24 hodinach byly buiiky znaceny protilatkami rozeznavajicimi CD86 (PE) a MHC II
(PE-Cy5). Metodou ELISA byly z odebranych supernatantii stanoveny koncentrace cytokint
TNF-a a IL-10.
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4. Vysledky
4.1 Pokus ¢. 1
Optimalizace metody, stimulace dendritickych bunék TLR ligandy

Dendritické buiky ziskané derivaci rastovym faktorem GM-CSF byly po zalozeni do
panelu stimulovany s jednotlivymi TLR ligandy po dobu 24 hodin. Maturace DC byla
vyhodnocovana pomoci prutokové cytometrie métenim povrchové exprese molekul MHC I1.
Dva nezavislé pokusy prokazaly schopnost TLR ligand aktivovat maturaci myeloidnich
dendritickych bunék. Pouze u POLY LC (10 pg/ml) a IQ (10 pg/ml) k této aktivaci
nedochazelo, zfejmé kvili pfili§ vysoké koncentraci ligandu, kterd ptsobila na bunky

toxicky.

Obrazek ¢. 5 a ¢. 6 zobrazuje povrchovou expresi komplexu MHC 11 po stimulaci DC
TLR ligandy. Z grafu je ziejmé, ze aktivované bunky exprimuji na povrchu vice MHC 11

molekul, nez buiiky nestimulované.

Exprese MHC Il po stimulaci TLR
ligandy
10000 .
E 8000 T
= 6000 % l
9 :
4000 T
= I
i = i
0 T T T T
K LPS LTA POLY I:.C POLY I:.C
(2ug/ml)  (10pg/ml)

Obr. 5: Vliv stimulace TLR ligandy na povrchovou expresi MHC Il u CD11c¢ pozitivnich
DC.

MFI - median fluorescence intensity

* = P <0,05; vztazeno ke kontrole (K)
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Exprese MHC Il po stimulaci TLR
ligandy
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Obr. 6: Vliv stimulace TLR ligandy na povrchovou expresi MHC Il u CD11c¢ pozitivnich
DC.

MFI - median fluorescence intensity

* =P <0,05; vztazeno ke kontrole (K)

Kromée exprese MHC II molekul byl stanovena koncentrace TNF-a produkovaného
aktivovanymi bunikami (obrazek €. 7 a €. 8). Je zfejmé, ze stimulace dendritickych bunék

TLR ligandy indukovala produkci TNF a.

Produkce TNFa po stimulaci TLR
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Obr. 7: Produkce TNF a v DC po stimulaci TLR ligandy.
* =P <0,05; vztazeno ke kontrole (K)
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(2ug/ml)  (10pg/ml)
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Produkce TNFa po stimulaci TLR
ligandy
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Obr. 8: Produkce TNF a v DC po stimulaci TLR ligandy.
* =P <0,05; vztazeno ke kontrole (K)

4.2 Pokus ¢. 2
Vliv kliStécich cystatinii na LPS indukovanou maturaci dendritickych bunék

Bylo prokazano, ze cystatin SialoL inhibuje LPS-indukovanou maturaci dendritickych
bun¢k (Kotsyfakis et al., 2006). Nasim cilem bylo zjistit, zda podobné mohou pisobit i
ptibuzny cystatin SialoL2 z I.Scapularis a dva cystatiny CPI 1 a CPI 2 z lL.ricinus. DC byly
stimulovany LPS v pfitomnosti jednotlivych 3uM cystatini a byla méfena povrchova
exprese CD80, CD86 a MHC II molekul. Taky byla stanovena koncentrace cytokinii TNF-q,
IL-10 a IL-12.

Obrazek ¢. 9 zobrazuje vliv klistécich cystatini na povrchovou expresi kostimulaéni
molekuly CD80. Z grafu vyplyva, ze cystatin CPl 1, CPI 2 a sialostatiny L a L2 snizuji
expresi kostimula¢ni molekuly CD80 u dendritickych bunék stimulovanych LPS.
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Vliv cystatinti na expresi CD80
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Obr. 9: Vliv klistécich cystatinti na expresi CD80 po stimulaci s LPS u CD11¢ pozitivnich
DC.
MFI - median fluorescence intensity

* =P <0,05; vztazeno k buitkdm stimulovanym LPS

Obrazek ¢. 10 zobrazuje vliv kliStécich cystatini na povrchovou expresi kostimulacni
molekuly CD86. Z grafu vyplyva, ze cystatiny CPI 1 a sialoL signifikantné snizuji expresi
CD86 u bunék stimulovanych LPS.
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Obr. 10: Vliv klistécich cystatini na expresi CD86 po stimulaci s LPS u CD11¢ pozitivnich
DC.
MFI - median fluorescence intensity

* =P <0,05; vztazeno k buitkkdm stimulovanym LPS
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Obrazek €. 11 zobrazuje vliv klistécich cystatini na povrchovou expresi MHC 1l
komplexu. Z grafu vyplyva, Ze cystatin CPI 2 a sialostatin L signifikantn¢ snizuji expresi
komplexu MHC II u bun¢k stimulovanych LPS.

Vliv cystatini na expresi MHC Il
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Obr. 11: Vliv klistécich cystatinti na expresi MHC Il po stimulaci s LPS u CD11c
pozitivnich DC.
MFI - median fluorescence intensity

* =P <0,05; vztazeno k buitkkdm stimulovanym LPS

Obrazek €. 12 zobrazuje vliv klistécich cystatinii na produkci TNF a. Z grafu vyplyva, Ze
cystatiny CPI 1, CPI 2 a sialostatin L2 nemaji statisticky vyznamny efekt na produkci TNF

a, sialostatin L produkci TNF a u bunék stimulovanych LPS zvySoval.

Vliv cystatin( na produkci TNFa
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Obr. 12: Vliv klistécich cystatint na produkci TNF o po stimulaci s LPS u DC.

* =P <0,05; vztazeno k buitkkdm stimulovanym LPS
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obrazku ¢. 13. Z grafu vyplyva, zZe cystatiny CPI 1 a CPI 2 a sialostatiny L a L2 zvysuji
produkci IL-10.

Vliv cystatini na produkci IL-10
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1 2 sialoL sialoL2

Obr. 13: Vliv klistécich cystatint na produkci IL-10 po stimulaci s LPS u DC.

* =P <0,05; vztazeno k buitkkdm stimulovanym LPS

Dale byl v dendritickych bunikach stimulovanych LPS také sledovan vliv cystatinli na

produkci prozanétlivého cytokinu - IL-12 (obrazek €. 14). Z grafu vyplyva, Ze cystatin CPI

2, sialostatin L a sialostatin L2 produkci IL-12 snizuji, avSak bez dosaZeni statistické

signifikace.
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Obr. 14: Vliv klistécich cystatint na produkei IL-12 po stimulaci s LPS u DC.

* =P <0,05; vztazeno k buitkam stimulovanym LPS
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Pozorované efekty klistécich cystatint byly dosazeny i pfi opakovanych experimentech a

tim potvrzeny. U téchto opakovani jiz nebyl pouzit cystatin CPI 1 z divodu jeho nedostatku.

4.3 Pokus ¢. 3
Vliv kliStécich cystatinii na LTA indukovanou maturaci dendritickych bunék

Pti sledovani efektu cystatinti na LTA indukovanou maturaci jsme pouzili buiky
derivované s GM-CSF a pii opakovani experimentu byly buniky navic piecisténé od CD11c
negativnich bun€k magnetickou separaci. Jinak byl experiment proveden obdobnym

zpusobem jako v pokusu €. 2.

Obrazek ¢. 15 zobrazuje vliv klistécich cystatini na povrchovou expresi MHC I
komplexu. Je patrné, ze v piipadé vSech testovanych cystatin bylo pozorovano snizeni

povrchové exprese komplexu MHC I u LTA stimulovanych DC.
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Obr. 15: Vliv klistécich cystatinii na expresi CD80 po stimulaci LTA u CD11c pozitivnich
DC
MFI - median fluorescence intensity

MHC Il - MFI
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* =P <0,05; vztazeno k buitkkdm stimulovanym LTA

Obrazek ¢. 16 zobrazuje vliv klistécich cystatinii na povrchovou expresi kostimula¢ni
molekuly CD80. Z grafu vyplyva, ze cystatiny CPI 1 a CPI 2 a sialostatin L2 signifikantné
snizuji expresi CD80 u bunék stimulovanych LTA. U sialostatinu L nebyl pozorovan

vyznamny efekt.
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Vliv cystatini na expresi CD80
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Obr. 16: Vliv klistécich cystatint na expresi CD80 po stimulaci LTA u CD11c pozitivnich
DC.
MFI - median fluorescence intensity

* =P <0,05; vztazeno k buitkkdm stimulovanym LTA

Obrazek €. 17 zobrazuje vliv klistécich cystatind na CD86 z druhého (opakovaného)
experimentu (bunky byly procistény na kolon¢) . V ném byly testovany jenom cystatiny
SialoL a SialoL2 a oba statisticky vyznamné snizili expresi CD86. V prvnim experimentu
byla CD86 jenom mirn¢ zvySena po stimulaci s LTA, av8ak cystatiny sniZili jeji expresi

jenom mirn¢ a nesignifikantné (data neprezentovana).
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Obr. 17: Vliv klistécich cystatini na expresi CD86 po stimulaci LTA u CD11c pozitivnich
DC
MFI - median fluorescence intensity

* =P <0,05; vztazeno k buitkkdm stimulovanym LTA
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Podobné jako v ptfedchozim experimentu byly stanoveny koncentrace cytokinu ze
supernantantu LTA- aktivovanych DC. Obrazek €. 18 zobrazuje vliv klistécich cystatinl na
produkci TNF a. Z grafu vyplyva, Ze cystatiny CPI 2, sialostatiny L a L2 nemaji na
produkci TNF a vliv.
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Obr. 18: Vliv klistécich cystatinii na produkci TNF a po stimulaci LTA u DC.

* =P <0,05; vztazeno k buitkkdm stimulovanym LTA

interleukinu 10 (IL-10). Z grafu vyplyva, ze cystatin CPl 2 a sialostatiny L a L2
signifikantné zvysuji produkci IL-10 u bunék stimulovanych LTA. Tento vysledek byl

potvrzen opakovanim.
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Obr. 19: Vliv klistécich cystatint na produkeci IL-10 po stimulaci LTA u DC.
* =P <0,05; vztazeno k buitkam stimulovanym LTA
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Obrazek ¢. 20 zobrazuje vliv kliStécich cystatinli na produkci prozanétlivého interleukinu
12 (IL-12). Z grafu vyplyva, ze cystatin CPI 2, sialostatin L a sialostatin L2 produkci IL-12

snizuji. Statistickd vyznamnost v ptfipadé¢ SialoL a SialoL2 nebyla dosdhnuta a ani

opakované experimenty neprokazaly inhibicni efekt.
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Obr. 20: Vliv klistécich cystatinti na produkei IL-12 po stimulaci LTA u DC.

* =P <0,05; vztazeno k buitkdm stimulovanym LTA

4.4 Pokus ¢. 4

Vliv klistécich cystatinii na IQ indukovanou maturaci dendritickych bunék

Podobné, jako v ptedchozich experimentech byl sledovan vliv klistécich cystatinli na

imiquimodem indukovanou aktivaci DC. Byly méfeny povrchové molekuly CD86 a MHC 11

a stanoveno mnozstvi naprodukovanych cytokind.

Obrazek €. 21 zobrazuje vliv kliStécich cystatinii na povrchovou expresi kostimula¢ni

molekuly CD86. Z grafu vyplyva, ze cystatiny nemély na expresi zadny vliv.
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Vliv cystatint na expresi CD86
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Obr. 21: Vliv klistécich cystatinti na expresi CD86 po stimulaci IQ u CD11¢ pozitivnich
DC.
MFI - median fluorescence intensity

* =P <0,05; vztazeno k buitkdm stimulovanym 1Q

Obdobné, vliv klistécich cystatini na povrchovou expresi MHC 11 komplexu po

stimulaci s IQ nebyl pozorovan (obrazek ¢. 22).

Vliv cystatinti na expresi MHC II
2500

2000

1500
1000
500
0

IQ+CPI2 1Q+sialoL 1Q + sialolL2

MHC Il - MFI

Obr. 22: Vliv klistécich cystatinii na expresi MHC 1II po stimulaci IQ u CD11c¢ pozitivnich
DC.
MFI - median fluorescence intensity

* =P <0,05; vztazeno k buitkdm stimulovanym 1Q
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Obrazek ¢. 23 zobrazuje vliv klistécich cystatinli na produkci TNF a. Z grafu vyplyva,

ze cystatiny nemély na produkci TNF a zadny vliv.
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Obr. 23: Vliv klistécich cystatinti na produkci TNF a po stimulaci IQ u DC.

* =P <0,05; vztazeno k buitkdm stimulovanym 1Q

Obrazek ¢. 24 zobrazuje vliv klistécich cystatinii na produkci IL-10. Z grafu vyplyva, ze

cystatin CPl 2 signifikantn¢ zvySuje produkci IL-10 u bunék aktivovanych IQ, avsak

sialostatin L ani sialostatin L2 tentokrat na produkci IL-10 nemély zadny efekt.
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Obr. 24: Vliv klistécich cystatint na produkeci IL-10 po stimulaci IQ u DC.

* =P <0,05; vztazeno k buitkdm stimulovanym 1Q
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Obrazek ¢. 25 zobrazuje vliv klistécich cystatinti na produkci IL-12. Cystatin CPI 2,
sialostatin L a sialostatin L2 signifikantn¢ snizily produkci IL-12 u bunék aktivovanych 1Q.
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Obr. 25: Vliv klistécich cystatinti na produkei IL-12 po stimulaci 1Q u DC.

* =P <0,05; vztazeno k buitkdm stimulovanym 1Q

Pokusy byly dvakrat zopakovany. Ptesto, ze zadného vyrazného ovlivnéni povrchové
exprese CD86 a MHC II nebylo dosazeno, negativni vliv cystatini na produkci 1L-12 byl

potvrzen.

4.5 Pokus €. 5
Vliv kliStécich cystatinii na POLY I:C indukovanou maturaci dendritickych bunék

Vliv klistécich cystatini na povrchovou expresi kostimula¢ni molekuly CD86 nebylo
mozné stanovit. Z grafu je patrné, ze ptidinim POLY I:C nedoSlo ke zvySeni exprese CD86

(obréazek €. 26). Podobné tomu bylo v ptipad¢ povrchové exprese MHC I1.
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Vliv cystatint na expresi CD86
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Obr. 26: Vliv klistécich cystatint na expresi CD86 po stimulaci POLY I:C u CD11c
pozitivnich DC.
MFI - median fluorescence intensity

* =P <0,05; vztazeno k buitkdm stimulovanym POLY I:C

Co se tyc€e produkce cytokinti, samotny POLY I:C nedokazal indukovat IL-10. AvSak
mnozstvi IL-10 bylo signifikantné zvySeno cystatiny SialoL a SialoL2 (obrazek ¢. 27).
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Obr. 27: Vliv klistécich cystatint na produkei IL-10 po stimulaci POLY I:C u DC.
* =P <0,05; vztazeno k buitkkdm stimulovanym POLY [:C

Koncentrace IL-12 byla po stimulaci POLY I:C zvySena (Obrazek ¢. 28). Z testovanych

cystatin mél signifikantni negativni vliv na produkci IL-12 pouze sialoL2.

34



Vliv cystatin( na koncentraci IL-12
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Obr. 28: Vliv klistécich cystatint na produkci IL-12 po stimulaci POLY I:C u DC.
* =P <0,05; vztazeno k buitkdm stimulovanym POLY [:C

Pokusy testujici vliv byly zopakovany, piesto cystatiny nemély na povrchovou expresi

CD86 a MHC II z&dny vliv. Stanoveni koncentraci metodou ELISA proto opakovano

nebylo.



5. Diskuze

Sani klistéte je proces, k jehoz uspéSnému zavrseni, je nutné potlaceni imunitni odpovédi
hostitele a zabranéni hemokoagulace. Dendritické buiiky jsou diilezitou soucasti jak vrozené
tak adaptivni imunity a jejich aktivace i funkce je ovliviiovdna v mnoha smérech klistécimi

slinami (Skallova et al., 2008).

Jednim z klicovych efektl, kterym molekuly obsazené v klistécich slinach potlacuji
imunitu hostitele, je suprese proliferace T bunék. Tuto supresi navic doprovazi
downregulace cytokini Thl bunétné odpovédi, kterymi jsou naptiklad IL-2 nebo IFN-y
(Ramachandra a Wikel, 1992). Na downregulaci Thl odpovédi se podili mnoho riiznych
(IL-12) ptisobi v organismu prozanétlivé, stimuluje Thl odpovéd’ a podili se na inhibici Th2

odpovedi.

Cilem této prace bylo otestovat jestli cystatiny CPI 1 a CPI 2 z l.ricinus a sialostatinu L a
sialostatinu L2 z l.scapularis ovliviiuji funkci DC. Konkrétné byla méfena maturace mysich
myeloidnich dendritickych bunék po stimulaci s riznymi TLR ligandy. NaSe experimenty
ukdzaly, ze povrchovd exprese kostimulacnich molekul CD80 a CD86, podobné jako

exprese MHC 1l byly v ptitomnosti testovanych cystatinti snizeny.

Glykoproteiny MHC 1I jsou exprimovany pfedev§im na povrchu antigen prezentujicich
bunék. Na MHC II se vazi antigenni peptidy, vzniklé endocytézou antigenu antigen
prezentujicimi buikami. Tyto peptidy jsou nasledné prezentovany T lymfocytlim za Gicelem
vyvolani T bunééné imunitni odpovédi. Cim vice molekul MHC II antigen prezentujici
buiikky na svém povrchu exprimuji, tim silngj$i a rozsahlejsi je aktivace T lymfocyti.
K aktivaci T lymfocytl jsou nezbytné i kostimulaéni signaly, které zabezpecuji kostimulaéni
molekuly CD80 a CD86 (exprimovany na povrchu antigen prezentujicich bun¢k) vazbou na
CD28 molekuly T lymfocyti. Exprese CD80 a CD86 se po aktivaci dendritickych bun¢k
zvySuje (Trombetta a Mellman, 2005).

Pozorovéni, Ze cystatiny inhibovaly povrchovou expresi kostimulaénich molekul CD80 a
CDS86, naznacuje, Zze maturace myeloidnich dendritickych bun¢k indukovana TLR-ligandy je
kliStécimi cystatiny inhibovdna. To znamena, Ze takto nezralé dendritické buniky by nebyly

schopny vysilat kostimulacni signaly nezbytné pro aktivaci T lymfocytt.
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Utinky sialostatinu L na LPS indukovanou maturaci byly jiz publikovany (Sa-Nunes et
al., 2009) (jako jediného z testovanych cystatinti) a shoduji se s nami dosazenymi vysledky.
Navic, inhibi¢ni G¢inek byl nasimi experimentaci prokazan i v piipadech, kdy byla maturace

vyvolana jinymi TLR ligandy.

Krome¢ exprese kositulacnich molekul a MHC 11 byly stanovovany koncentrace cytokina
produkovanych po aktivaci ligandy. V ptipadé produkce prozanétlivého cytokinu IL-12
doslo ke snizeni, které bylo pozorovano, opét ve vSech piipadech. Ovsem, i kdyz pokles byl

pozorovan opakovang, ne vzdy dosahl statistické vyznamnosti.
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Naproti tomu, produkce protizanétlivého cytokinu IL-10 byla signifikantné zvysena po
stimulaci s LPS i s LTA. I kdyz aktivace s IQ ani s POLY IC nevyvolala indukci IL-10,
Vv pfitomnosti cystatinu se produkce vyznamné zvysila. Zajimavé je, Zze po stimulaci s LPS
zadné zvyseni v pfitomnosti cystatinu L pozorovano nebylo (Sa-Nunes, 2009). Zvysena
produkce IL-10 je znamkou regulaénich DC. Ty jsou charakteristické nadprodukci IL-10, a
snizenou produkci IL-12 (Oliveira et al., 2009). Produkce TNF-a po 24 hodinach ovlivnéna
cystatiny nebyla. Kratsi casovy interval by byl pravdépodobné vhodnéjsi pro detekci tohoto
cytokinu.

Bylo tedy prokazano, ze cystatiny vyznamné zvySovaly produkci protizanétlivého 1L-10
a naopak sniZovaly produkci prozanétlivého IL-12, coz muize byt zplsob, jakym klistata
moduluji imunitu hostitele a mirni zénétlivou reakci v misté sani. Zda se, Ze cystatiny
pfispivaji k polarizaci imunitni odpovédi k Th2, coz je jev Casto pozorovany u riznych
druha klistat (Zeidner et al., 1997). Tlumeni zanétlivé reakce a polarizace imunitni odpovédi

k Th2 usnadiuje klist'atim sani a podporuje i pfenos patogend.

Cystatiny nebyly nalezeny jen u klistat. Poprvé byly objeveny u plostic rodu Triatoma.
Struktura jejich aminokyselinové sekvence je fadi mezi cystatiny typu 2. Bylo prokazano, Ze
tigutcystatin u plostice Triatoma infestans byl siln¢ upregulovan pii infekci prvokem
Trypanosoma cruzi, ptivodcem Shagasovy choroby. Plostice rodu Triatoma vyuZzivaji
katepsinli pro rozklad proteinil v zadni Casti stieva (Kollien a Schaub, 2000). Tigutcystatin se
proto pravdépodobné ucastni regulace endogennich cysteinovych proteaz v Zaludku plostice,
¢imz kontroluje nechténou proteolyzu. Mimo to by mohl mit defensivni Gcinek viici
cysteinové proteaze prvoka Trypanosoma cruzi, znamé jako cruzipain, ktera je zodpovédna

za prinik parazita do hostitelskych bun¢k (Buarque et al., 2011).
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Sialostatin L je G¢innym inhibitorem katepsinu L a papainu, avSak neinhibuje zadnou z
cysteinovych protedz typu Cl1. Sialostatin L inhibuje navic i katepsin S, na rozdil od
sialostatinu L2, ktery je velice slabym inhibitorem katepsinu S (Kotsyfakis et al., 2010).
Vysoce selektivni lidsky cystatin C inhibuje katepsiny B, H, L a S, avSak mnohem slabéji
(Hall et al., 1998). Sialostatin L a sialostatin L2 si jsou velmi podobné, co se tyce
aminokyselinové sekvence, avSak jejich krystalicka struktura vykazuje vyrazné rozdily.
Sialostatin L se strukturné podoba ostatnim cystatinim zejména tim, Ze tvofi dimery.
Rozdily mezi sialostatinem L a L2 jsou patrné zejména v oblasti N-konce, kde se sialostatin
L2 ohyba pies strukturu B-skladaného listu, zatimco sialostatin L ne. Pravé silny negativni
elektricky naboj této oblasti odlisuje sialostatin L2 od sialostatinu L a mize byt zodpovédny
za jeho unikatni vlastnosti, co se tyce pienosu patogenti. Odstranéni N-konce sialostatinu L2
mélo velice dramatické nasledky. Sialostatin L2 ztracel schopnost inhibovat katepsiny L a S,

zato dokazal dobfe inhibovat katepsin C (Kotsyfakis et al., 2010).

Kromé¢ usnadnéni sani klistéte se latky obsazené v klistécich slinach vyrazné podileji i na
pfenosu ruznych patogenti, mezi které patii i ptivodce lymské nemoci Borrelia burgdorferi
(Rupprecht et al., 2008). Bylo prokazano, Ze se na procesu pienosu a mnozeni bakterii podili
zejména sialostatin L2 (Kotsyfakis et al., 2010), ackoliv dosud neni znamo, jakym
mechanismem. Vyzkum latek obsazenych v klistécich slinach, véetné cystatind, je dalezity

zejména v ramci vytvoreni vakciny proti lymské nemaoci.

Jak uz bylo zminéno, sialostatin L inhibuje katepsin S. Existuji prace, popisujici
souvislost mezi katepsinem S a autoimunitnimi onemocnénimi (Saegusa et al., 2002).
Farmaceutické spolecnosti jiZ testuji inhibitory katepsinu S jako nové mozné 1éky na riizna
autoimunitni onemocnéni (Gupta et al., 2008). Studie publikovana v roce 2009 ukazala, Ze
sialostatin L vyznamné sSnizoval symptomy experimentalné navozené encefalomyelitidy
u mysi, a ma tedy potencial interferovat s autoimunitou (Sa-Nunes et al., 2009). Kromé¢ toho,
Sialostatin L signifikantné potlacuje symptomy astmatu vyvolané zvySenou produkci
interleukinu IL-9 in vivo (Horka et al., 2012). Testovani efektu klistécich molekul /inhibitort
na jednotlivé imunitni bunky muze vést k objeveni ucinki, které mohou byt potencialné

vyuzitelné ve farmakologickém pramyslu.
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6. Zavér

e Bylo prokazano, Ze klistéci cystatiny CPI 1, CPI 2, sialostatin L a sialostatin L2
maji inhibi¢ni efekt na TLR ligandy indukovanou maturaci myeloidnich

dendritickych bunék.
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7. Seznam zkratek

APC - antigen prezentujici buiika

BMDC - dendritickd burika z kostni dfené

BOFES - fetalni hovézi séru

CCRY - C-C chemokinovy receptor typu 7

CD (pt.CD80) - cluster of differentiation, povrchovy marker
CLRs - lectin-like receptory typu C

CPI - inhibitor cysteinovych proteaz

DC - dendriticka burnka

DNA - deoxyribonukleova kyselina

ELISA - enzymatickd imunosorbentni assay

GM - CSF - rlstovy faktor stimulujici granulocyty a makrofagy
IFN - interferon

IL (pt. IL-10) - interleukin

IQ - imiquimod

IRAK - kinaza spojena s interleukinovym receptorem 1

IRF 3 - interferon regula¢ni faktor 3

LPS - lipopolysacharid

LTA - lipoteichonicka kyselina

MAP-kin4za - mitogeny aktivovana proteinova kindza

MHC Il - hlavni histokompatibilni komplex II, povrchové glykoproteiny
MEM - minimdlni esencidlni médium

MyD88 - Myeloid differentiation primary response protein 88
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NH4CI - chlorid amonny
NK bunky - natural killer, "zabijec¢ské" bunky
NLRs - Nod-like receptory
PBS - fosfatovy pufr
PAMPs - vzory patogenity
POLY I:C - Polyinosinicka:polycytidylicka kyselina
PRRs - vzory rozpoznavéjici receptory
RLRs - RIG-1 like receptory
RNA - ribonukleova kyselina
TBK1 - TANK-vazajici kinaza 1, serinova/ threoninova proteinova kinaza
TIR - Toll/IL-1R homologni doména
TIRAP - toll-interleukin 1 receptor adaptorovy protein obsahujici TIR doménu
TLR - Toll-like receptor
TNF - tumor necrosis factor, faktor nadorové nekrozy
TRAFG6 - factor 6 spojeny s TNF receptorem
TRAM - adaptorova molekula spojena s TRIF

TRIF - TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3
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