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1 Uvod

Ziré buiiky vznikaji pii hematopoéze, coz je proces maturace a diferenciace
kmenovych bunék kostni diené na bunky jednotlivych krevnich fad. Bézné zirné bunky
najdeme ve tkanich ¢i sliznicich, kde pfetrvavaji. Toto umisténi se zda byt velice dilezité
pro jejich spravnou funkci. Zirné buiiky zde totiZ ,.éekaji* na setkani s antigenem, aby
tak mohly rychle reagovat. Tyto bumnky hraji zasadni roli pii astmatu, alergiich ¢i
anafylaktickych reakcich, kdy dochazi k jejich nadmérné aktivaci a naslednému vyplaveni

biologicky aktivnich latek z jejich granul.

V poslednich letech se ukazalo, Ze zirné buniky nezptisobuji jen vySe zminéné stavy,
ale hraji dulezitou roli také pfi modulaci jak vrozené, tak ziskané imunity. Jsou schopné
ovliviiovat imunitni reakci pozitivné i negativné. Pravé toho vyuziva i klisté, které
prosttednictvim slin, jeZ vypousti do rany, ovliviluje imunitni bunky a brani jim
v uskute¢iiovani svych funkci. Zirné buiky, které jsou mezi prvnimi buiikami, jez piijdou
se slinami do styku, jsou tak vhodnym potencidlnim cilem. Kli§té se snazi modulovat
imunitni reakci tak, aby mohlo dokoncit sdni a uspéSné pokracovat ve vyvoji. Proniknuti
do mechanizmu bunéénych signalizaci, které jsou klicové v fizeni pochodii v zirnych
bunikach, se proto zdd byt nezbytné k pochopeni téchto imunomodula¢nich jevi.
Nahlédnuti do této problematiky by ndm mohlo pomoci k pochopeni strategii, které klisté

vyuziva a nasledné také v obrané proti nim.



2 Literarni prehled
2.1 Zirné buiiky

Zirné buiiky byly identifikovany roku 1863 doktorem von Recklinghausenem jako
granularni bunky v mesenteriu zab (Bloom 1984). Pozdéji Paul Ehrlich popsal anilin-
pozitivni buiiky v pojivovych tkanich. Zjistil, Ze granula téchto bun¢k obsahuji jisté latky,
které reaguji s anilinovym barvivem. Pojmenoval je ,,mastzellen”, neboli mastocyty,
jelikoz se domnival, ze diky svym granulim maji nutri¢ni funkci (Ehrlich 1877). Pozdé&jsi
vyznamné objevy histaminu, leukotrient a IgE protilatek poskytly poc¢atecni pohled na roli

zirnych bunék v alergickych reakcich.

2.1.1 Vyvoj a klasifikace

Lidské zirné buiky vznikaji z CD34"/CD117°/CD13" multipotentnich
hematopoetickych progenitorovych bunék v kostni dfeni (Kirshenbaum et al. 1991, 1992,
1999), krvi migruji do tkdni a v cirkulaci obvykle nejsou pfitomny ve zralém stavu.
K diferenciaci a maturaci dochézi az lokdln¢ po nacestovani prekurzori
do vaskularizovanych tkéani a to pod vlivem mikroprostiedi (Ehrlich 1878; Kitamura 1989).

Obrézek 1 zndzoriiuje soucasny model vyvoje zirnych bunék.

Hlavni fenotypova klasifikace je na slizni¢ni Zirné builky (MMCs) a zirné bunky
pojivovych tkani (CT-MCs) (Aldenborg & Enerbidck 1985, Enerbick & Lundin 1974).
MMCs se mohou diferencovat do CT-MCs a naopak prostfednictvim vlivu mikroprostiedi.
Fenotyp MCs je tedy uréen okolni tkani (Kitamura et al. 1987). Slizni¢ni Zirné buiky
u potkanli pirednostné exprimuji mysi MC protedzu (MMCP) 1 a 2, zatimco Zirné bunky
Z pojivovych tkani exprimuji MMCP-4, 5 a 6 a karboxypeptidazu A (Kitamura 1989).
Lidské Zirné bunky se také vyznacuji heterogenitou a klasifikujeme je podle obsahu
serinovych protedz. RozliSujeme tak zirné buinky obsahujici jen tryptazu (MCry), jen

chymazu (MCc) a tryptazu i chyméazu (MCrc) (Irani et al. 1986; Weidner & Austen 1993).
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Obriazek 1: Soucasny model vyvoje a heterogenity Zirnych bunék (ptevzato z Moon et
al. 2010).

o Povrchové markery

Stejn¢ jako vSechny krevni buiiky i Zirné bunky maji na svém povrchu specifické
molekuly. Tyto molekuly mohou byt vyuzity k identifikaci a typizaci Zirnych bunék. Jedna
se predev§im o vysoce afinitni receptor Fc,RI, CD117 (c-kit) neboli SCFR — receptor
pro stem cell faktor. Na zralych zirnych buiikach Ize také najit CD34 molekulu (Drew et al.
2002) a také receptory pro IgG (Fc,R). MC také exprimuji MHCI a II molekuly a bylo
uvedeno, ze jsou tak schopné zpracovat a prezentovat antigen in vitro (Mekori & Metcalfe
1999).

vvvvvv

zminény vysoce afinitni receptor Fc.RI, jelikoZz je rozhodujici pro zahdjeni alergické
reakce. Jedna se o tetramericky receptor pro Fc oblast imunoglobulint tfidy E (IgE) (Miller
et al. 1989). Je exprimovan na povrchu nejen Zirnych bungk, ale i bazofilnich granulocytd.
Velmi znamy je také c-kit. Jedna se o tyrozin-kinadzovy receptor, jehoz ligandem je faktor
kmenovych bun¢k (SCF nebo téz kit ligand). Navazanim SCF na receptor dochazi
Kk potlaceni apoptdzy a tim K regulaci prezivani bunék, jez tento receptor exprimuji. SCF
také udrzuje Zirné bunky ve tkanich (Iemura et al. 1994; Zsebo et al. 1990).
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2.1.2 Distribuce a ristové faktory

Zirné buiiky jsou v téle dobie distribuovany a najdeme je v riiznych tkanich. Prevazné
se jedna o kuzi nebo sliznici gastrointestinalniho ¢i respiracniho traktu, kde je rozhrani
mezi hostitelskym a vnéjSim prostiedim a tudiz je to misto mozného vstupu patogeni ¢i
kontaktu se Skodlivymi latkami. Zde nasledné mastocyty pietrvavaji (Ehrlich 1878;
Kitamura 1989).

Cévni adhezivni molekuly, jez interaguji s integriny, maji zasadni vyznam
pro distribuci progenitort zirnych bunck. Napftiklad integrin a4p7 interaguje se slizni¢ni
adhezivni molekulou MAdCAM-1 a vaskularni adhezivni molekulou VCAM-1 a pomaha
tak udrzovat cirkulujici progenitory MC (MCp) v tenkém stfevé. Bylo pozorovano, zZe
mysi, které mély deficit VCAM-1 nebo jim byly podany protilatky proti této molekule,
vykazovaly vyrazné€ niZsi koncentrace stfevnich MCp. Podobnych vysledkl bylo dosaZeno
pfi pouziti protilaitek proti MAJCAM-1. Dilezitost VCAM-1 byla testovdna také
pfi zénétu plic. Opét mela zasadni vliv na migraci progenitord MC, nicméné klicovym
integrinem, ktery interagoval s VCAM-1, byl v tomto pfipad¢ a4f1 (Abonia et al. 2005,
2006). Mizeme tedy fici, ze tyto molekuly hraji velmi dualezitou roli pfi smérovani

vyplavenych progenitorovych Zirnych bunék do mista potieby.

Jak jiz bylo zminéno, na vyvoj zirnych bunék ma vliv mikroprostiedi. Nicméné
existuje 1 nékolik specifickych molekul, jeZz ovliviuji jejich fenotyp. Po izolaci a
charakterizaci faktoru kmenovych bunék (SCF) v roce 1990 (Zsebo et al. 1990), ktery je
produkovan ptfevazné buitkami stromatu, bylo v roce 1992 uvedeno, ze SCF je hlavni
rustovy faktor pro zirné buiiky odvozené od CD34+ (Kirshenbaum et al. 1992). U mysi je
dal§im kli¢ovym faktorem IL-3 (Lantz et al. 1998). Jsou ale i1 dals$i molekuly, jeZ podporuji
proliferaci a diferenciaci jak mysich tak lidskych MC. Jedna se o 1L-4, 9 a 10 a zda se, Ze
optimalni pro rist MC je kombinace interleukint 3, 4 a 10 produkovana aktivovanymi T
buiikami (Ishizaka et al. 1993; Thompson-Snipes et al. 1991). NGF neboli nervovy riistovy
faktor pak predchazi apoptdze Zirnych bunék (Horigome et al. 1994).

2.1.3 Funkce

Klasicky jsou zirné bunky chdpany jako efektorové bunky alergickych reakci
zprostiedkovanych IgE. Podporuji pfi nich zanét a jiné tkanové zmény. AvSak maji rizné
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funkce v mnoha fyziologickych a patofyziologickych reakcich. Jsou napiiklad zapojeny
do fizeni homeostazy (Gurish & Austen 2001), hojeni ran (Ng 2010) ¢i remodelace kosti
(Silberstein et al. 1991). Pro ucely této prace jsou vSak podstatné role, jez hraji
V imunitnich reakcich. Jsou zasadnimi buikami v hypersenzitivnich reakcich typu 1 (von
Ruedorffer et al. 2003) a kromé¢ jejich vyznamné funkce pii IgE reakcich jsou zapojeny
do rtznych procesit vrozené a ziskané imunity. Jejich umisténi jim umoZznuje rychle
detekovat a zahajit reakci proti napadajicim mikrobiim. Riizné patogeny a jejich produkty
aktivuji MC prostfednictvim jejich receptori (TLR, FCR, komplementové receptory), coz
umoziuje zirnym buiikdm reagovat pfimo na tyto stimuly. Kromé likvidace patogent

mohou degradovat potencialné toxické slozky jedt (Metz et al. 2006).

V Casné reakci uvolni MC pfedem syntetizované mediatory (histamin, heparin,
protedzy a chemotaktické faktory), které ,,nabiraji* efektorové buiky, pfevazné neutrofily,
které pak napomahaji pii prvotnim odstrailovani patogenti. Uvolnéni konkrétnich
medidtorl je zavislé na sile a typu aktivaéniho stimulu. Medidtory pak uskuteciiuji své

protizanétlivé ucinky prostfednictvim interakce s riznymi cilovymi buiikami.

2.1.3.1 Imunomodulace

Velice dulezitou funkci zirnych bunék, kromé jejich ptimého vlivu na okolni bunky a
tkan¢, je imunomodulace. Jednd se o ovliviiovani imunitni odpovédi prostiednictvim
ostatnich imunokompetentnich bunék jako jsou NK bunky, dendritické buiiky, monocyty,
T a B bunky, granulocyty, ale také endotelialni a epitelialni buniky (Galli et al. 2008). Tyto
imunomodula¢ni a imunoregulaéni funkce zprostiedkovavaji MC pies prakticky vSechny

mediatory, jeZ jsou schopné syntetizovat.

o Negativni imunomodulace

-----

zirnych bunék. Realizuji je zejména diky produkci IL-10. Tento interleukin potlacuje
napiiklad produkci prozanétlivych cytokini a chemokind u T-bunék, monocyti a
keratinocytd a také diky svému piisobeni zlepSuje schopnost dendritickych bunck

redukovat proliferaci T-bunék a jejich produkci cytokind (shrnuto v Galli et al. 2008).



o Pozitivni imunomodulace

Zirné buiiky podporuji migraci, maturaci, diferenciaci a funkci imunitnich bunék
prostfednictvim sekrece faktort jako jsou TNF-a, chemokiny, histamin, LTB4 a proteazy.
Mimo jiné také prezentuji antigeny T-bunikam prostiednictvim MHC molekul (Fox et al.
1994; Kambayashi et al. 2008) a podporuji produkci IgE B-bunikami (ptes IL-4, 5, 6, 13 a
CD40L). Diky produkci TNF-a a jinych mediatortii, které up-reguluji expresi adhezivnich
molekul na vaskularnich bunkéch, podporuji zirné buiiky také nabor imunitnich bunék.
V neposledni tadé mohou MC podporovat i Th, odpovéd a to prostiednictvim
prostaglandinu D2, ktery puisobi na maturaci dendritickych bun¢k (Galli et al. 2008; Xue et
al. 2005).

2.1.4 Aktivace

Aktivace zirnych buné€k je pro jejich funkci klicova. Nasleduje ji celd fada pochodt
fizenych slozitymi signalizacnimi drahami vedouci k degranulaci, tedy uvolnéni biologicky

aktivnich latek z granul a také k syntéze dal$ich latek de novo.

Zirné buiiky mohou byt aktivovany riiznymi podnéty. Nejznaméj$im je aktivace
prostfednictvim jiz zminéného vysoce afinitniho Fc.RI receptoru, jez maji MC na svém
povrchu (Ishizaka & Ishizaka 1967). Navéazani Fc oblasti IgE na tento Fc. receptor samo
o sob¢ neprodukuje zadny zjevny signal. K aktivaci je nutné protilatku na receptoru
premostit, coz znamena navazani multivalentnich antigeni na komplex IgE-receptor
na povrchu burnky. Kromé komplexu antigen-IgE mtze Fc. receptor premostit i anti-IgE
protilatka. Teprve pak dojde ke konformaénim zménam v receptoru, coz nasledné vyvola
fadu intracelularnich signélnich kaskad (Ishizaka & Ishizaka 1971; Yano et al. 1997;
Metzger et al. 1986).

MC mohou byt nicméné aktivovany i jinymi neimunologickymi mechanismy
nezavislymi na Fc.RI receptoru. Mezi né patii napiiklad neuropeptidy, slozky
komplementu nebo nékteré léky (Metcalfe et al. 1997). Dalsim ptikladem je aktivace
pies CD48 molekulu (Muioz et al. 2003), nebo pomoci IgG protilatek pres vysoce afinitni
IgG receptor Fc,RI (Tkaczyk et al. 2002) ¢i aktivace pies Toll-like receptory, kterd ovSem
nevede kdegranulaci MC, ale pouze kprodukci cytokini (Okumura et al. 2003,

Varadaradjalou et al. 2003). Dalsi moznosti je aktivace pomoci Nod-like receptort ¢i
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lektinti typu C (Urb & Sheppard 2012) a aktivaci miize vyvolat také endothelin (Maurer et
al. 2004) nebo ionomycin, ktery budeme pouzivat i v této praci. lonomycin je ionofor,
ktery umoznuje pruchod vapenatych ionti do buniky. To zptsobi aktivaci proteinkinazy C,

coz v kone¢ném dusledku vede ke stimulaci a aktivaci bunék (Klemm et al. 2006).

2.1.5 Mediatory

Zirné buiiky maji diky své lokalizaci spojeni s krevnimi cévami, lymfatickymi a
epitelidlnimi povrchy a hladkymi svaly. Neni proto piekvapivé, ze jejich medidtory
ovlivituji pratok, propustnost, sekreci a kontrakci v mnoha mistech (Maurer et al. 2003).
Efekt MC je ur€en mnozstvim a typem uvolnénych mediatort, jez maji rozdilné Gcinky a
biologickou aktivitu. Soubor uvolnénych medidtord zavisi na charakteru a rozsahu

aktivaéniho stimulu.

Je tfeba odlisit mediatory, které jsou jiz ulozeny v granulich a mediatory, které jsou
produkovany de novo po aktivaci. Mezi ty, které jsou v granulich jiz ulozeny, patii
biogenni aminy histamin a serotonin, jakoZ i proteoglykany heparin a chondroitinsulfat E,
hydroldzy, oxidativni enzymy, chemotaktické faktory a také proteindzy jako jsou tryptdza,
chymadza, dale karboxypeptidaza a katepsin G. Nové produkované lipidové mediatory jsou
syntetizované¢ z membranovych fosfolipidi po aktivaci MC a zahrnuji prostaglandin D2,
leukotrien C4, v mensi mife i leukotrien B4 a faktor aktivujici desticky (Borish & Joseph
1992; Harvima et al. 1994).

MC po aktivaci produkuji také fadu cytokind a chemokint. Pfedev§im TNF-a, IL-1, 2,
3, 4,5, 6 ataké IL-10, 12, 13, 15 a IFN-y. VétSina ze zminénych cytokini je zodpoveédna
za mnohé z patologickych projevl pfi alergickych reakcich (Galli et al. 1991; Burd et al.
1995; Harvima et al. 1994).

2.2 KIisté

Klistata jsou obligatni krev sajici ¢lenovci. Mohou sat na Sirokém spektru riznych
hostitelli od obojzivelniki, plazi, ptakti az po savce vetné cloveéka. Jsou vyznamnymi
vektory a téz rezervoary ruznych patogenti. Podili se tak na vzniku onemocnéni, jez mohou
vést az ke smrti napadeného zivoCicha (Anderson & Magnarelli 2008; Parola & Raoult
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2001). Kazdy druh kliStéte uptfednostituje jiné optimalni podminky na Zivotni prostfedi a
biotop. Rozmisténi v riiznych stanovistich néasledné ovliviiuje vybér hostitele a tim je
urceno geografické rozlozeni a také rizikové oblasti pro onemocnéni pienasena klistaty.
Razné druhy klistat vykazuji riznou afinitu k lidem jakozto hostitelim (Parola & Raoult

2001).

Odlisujeme dv¢ hlavni celedi klistat. Pocetné velmi vyznamna celed’ Ixodidae neboli
»tvrda klistata™, kterd je dilezita i z Iékarského hlediska a celed’ Argasidae, jinak také
,»mekka klistata®. Dalsi celed’, Nuttalliellidae, ma jen jednoho zéastupce (Anderson &
Magnarelli 2008). Mékka klistata saji rychle a opakované a pronikaji hluboko do kiize
hostitele, takze zpiisobuji zna¢na poskozeni (Binnington & Kemp 1980). Naproti tomu
tvrda klist'ata saji pouze jednou v kazdém vyvojovém stadiu. Z toho divodu je také doba
sani mnohem delsi. Pro ucely této diplomové prace byla pouzivana klistata druhu Ixodes

ricinus neboli kli$t& obecné.

Nez klisté¢ zacne sat, miize se na hostiteli pohybovat i n¢kolik hodin. Poté vsune
hypostom do kiuze a béhem toho proniknou do hostitele rizné latky vyprodukované
slinnymi zldzami. Rdna se za¢ne plnit krvi a utvoii se tzv. ,,feeding pool“. Béhem prvnich
24-36 hodin kdy je klisté¢ upevnéno na hostiteli, nedochazi skoro k zadnému poziti krve;
prevladajici ¢innosti je penetrace a upevilovani se na hostiteli. Slinné sekrety produkované
klistaty Celedé¢ Ixodidae obsahuji takzvany cement, ktery poméaha ukotvit Ustni Ustroji
do kuze hostitele. Enzymy, vasodilatatory, protizanétlivé, anti-hemostatické a
imunosupresivni latky, které se nachazi ve slinach, pak pomahaji k GspéSnému sani a
anestetika, ktera se v nich také nachazi, pomahaji u¢init kousnuti prakticky bezbolestnym.

Ve slinach se mohou nachdzet i toxiny, jeZ mohou zpUsobit paralyzu hostitele (Parola &

Raoult 2001; Sonenshine 1991).

Sani trva obvykle 2-15 dni s rozdily podle druhu klistéte, typu hostitele a také mista
pripevnéni klistéte. Béhem ,.krmeni* se sttidaji fdze sani, slinéni a regurgitace. Kdyz je
klisté¢ nasaté, odde€li se od hostitele a najde si misto, kde mlze stravit krev a pfipravit se
k dal$imu sani anebo mize vstoupit do diapauzy, kdy se zpomali metabolismus a vyvoj se
opozd’uje. Devadesat procent Zivota tak stravi kliSté¢ nepfipojeno na hostitele. Doba, kdy

kliste saje na hostiteli je v podstaté jen kratké mezidobi (Needham & Teel 1991).

Zivotni cyklus klidtéte trva vétsinou dva az tfi roky, nicméné podle podminek

prostfedi miZe trvat od Sesti mésicl do Sesti let. Sestava ze tii stadii, kterd zahrnuji larvu,
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nymfu a dospélce, tedy sami¢ku a samecka (obrdzek 2). Mezi kazdym stadiem se kliste
nasaje vzdy jen jednou. Obecné plati, ze samecci klistat saji jen velmi kratce, anebo viibec
(Parola & Raoult 2001). Pareni probiha na hostiteli a po tom, co se samicka od hostitele
odpoji, aby mohla travit, klade vajicka. Jejich pocet se pohybuje mezi 400-20 000, podle
druhu klistéte. Po nakladeni vajicek klisté hyne (Sonenshine 1991).

Obrazek 2: Vyvojova stadia klistéte Ixodes ricinus (Zleva samicka, samecek, nymfa a
larva; métitko 1 cm), (Parola & Raoult 2001).

Prisaté klist¢ by mélo byt odstranéno co nejdiive a kontakt s kliStétem by se mél
pokud mozZno minimalizovat. Klist¢ mlZe navic pokraCovat ve slinéni i po odstranéni,
proto neni vhodné na n€ sahat holymi prsty, aby nedoSlo k pfenosu infekce pres odérky

(Needham 1985).

Klistata mohou zpiisobovat paralyzu, toxikozu, podrazdéni ¢i alergické reakce a jsou
prenaseci Sirokého spektra virovych, bakteridlnich a protozoalnich patogenti. Jako vektory
lidskych bakteridlnich onemocnéni jsou popisovana jiz od pocatku dvacatého stoleti.
Hlavni podil na tom mél objev etiologického agens Lymské boreliozy, Borrelia
burgdorferi, v roce 1982 (Burgdorfer et al. 1982; Parola & Raoult 2001). Pienos patogenti
je zprostiedkovan pomoci kontaminovanych slinnych sekretli, pfi regurgitaci obsahem
sttev ¢i vykaly. Jsou znamy 1 nepiimé cesty prenosu, naptiklad odérkami ktize ¢i pres o€i

(Parola & Raoult 2001).

Dnes jsou klistata uvadéna po komdrech jako druzi nejcastéjSi pfenaSeci infekci.

Onemocnéni pfenaSend klistaty jsou nejrozsifencjs$i a v Evropé prevazuji mezi vSemi



I¢karsky vyznamnymi onemocnénimi pfenasenymi vektory (Randolph 2010). Ixodes
ricinus je v Evropé hlavnim vektorem nékolika patogent, které zplsobuji onemocnéni
zvirat 1 lidi. Jedna se hlavné o Lymskou borelidézu, klistovou encefalitidu, ehrlichidozu a

babeziézu (Mysterud et al. 2015).

2.2.1 Kilistéci sliny

Sliny klistat sestavaji z velké vétSiny z vody a iontl a obsahuji bioaktivni latky, které
maji zasadni vyznam a u riznych druhii se 1i§i. Pomahaji klistéti obchazet ¢i naruSovat
imunitni reakce hostitele a umoziuji tak dokoncit sani klistéte. Predpoklada se, ze kazdy
protein ve slindch mé viceméné specifickou funkci. V soucasné dobé je identifikovano a
¢aste¢né charakterizovdno nékolik desitek rtiznych slinnych proteint klistat. Presto stale

¢eka spousta dalSich na svou charakterizaci.

Béznou reakcei hostitele na poskozeni klize a pritomnost sajiciho klistéte je tvorba
,hemostatické zatky®, aktivace koagulacni kaskady, vasokonstrikce a zanétliva reakce
vedouci k hojeni rdany a remodelaci tkan€. VSechny tyto procesy maji za tikol pferusit sani
klistéte a zplsobit jeho odpadnuti (Bowman et al. 1997). KIlist¢ si vSak vyvinulo
mechanismy, kterymi se snaZi hemostdzu narusSit. Mezi antikoagula¢ni latky, které se
ve slinach nachdzeji, patii inhibitory faktoru X nebo trombinu, protoZe v tomto bodé¢ se
setkavaji ob¢€ aktivacni cesty koagulacni kaskady — vnéjsi a vnitini (Vlasuk 1993; Iwanaga
et al. 2003). Ve slinach klistéte Ixodes dammini midzeme najit enzym zvany apyraza, ktery
blokuje agregaci desticek pies hydrolyzu ATP a ADP na AMP a orthofosfat. Zabranuje
také agregaci neutrofilti a degranulaci MC (Ribeiro et al. 1985).

U nékterych druhti jsou ve zvlast¢ vysoké koncentraci prostaglandiny. Je jich tam
dokonce mnohem vice, neZ v zanétlivém exsudatu savcl. Piikladem je prostaglandin E;
ktery ma anti-hemostatické a vasodilata¢ni ucinky, inhibuje agregaci desticek (Bowman et
al. 1997; Ribeiro et al. 1985), potlacuje produkci IFN-y a IL-2 a také inhibuje expresi
receptoru pro IL-2, ktera je zavisla na produkci IL-2 (Betz & Fox 1991; Tilden & Balch
1982; Krause & Deutsch 1991). PGE; dale moduluje produkci cytokinti dendritickymi
bunkami a produkci LTB4 neutrofily (Ham et al. 1983; Oliveira et al. 2011). Prostacyklin,
ktery ve slinach také najdeme, zptsobuje stejn¢ jako PGE; vazodilataci a blokuje agregaci

desti¢ek a navic inhibuje degranulaci MC (Ribeiro et al. 1988). Sliny nékterych klistat

10



vykazuji mimo jiné i anti-komplementovou aktivitu. Bylo prokdzano, ze v jejich
ptitomnosti doslo k naruseni alternativni drahy aktivace komplementu. Tyto U¢inky jsou
piipisovany proteinu Salp20, jez byl izolovan ze slin klistéte Ixodes scapularis (Ribeiro
1987; Hourcade et al. 2016). V klistécich slinach nékterych druhii byly také objeveny
proteiny vazajici imunoglobulin-G (Wang & Nuttall 1995) a proteiny vazajici histamin
(Paesen et al. 1999). Sliny také podporuji infekci patogeny, jez ¢lenovec prendsi prave diky
tomu, ze moduluji imunitni reakci hostitele a tim usnadnuji patogeniim infikovat hostitele

(Hajnicka et al. 1998).

Vlivem klistécich slin byla v nékolika studiich pozorovana u riznych bun¢k snizena
produkce TNFa, IFNy a IL-1, 2, 4, 6 a 10 (Pechova et al. 2004; Preston et al. 2013;
Ramachandra & Wikel 1992, 1995). Jednalo se o mysi dendritické¢ buiky, makrofagy,
lymfocyty a epidermélni buiiky. V mySich splenocytech byla vlivem slin pozorovana silna
up-regulace tfi chemokinti. MCP-1, neboli monocytarni chemotakticky protein 1, TCA-3,
neboli chemotaktické agens odvozené od thymu a MIP-2, makrofdgovy zanétlivy protein 2
(Langhansova et al. 2015). Zatimco vétSina makrofagovych a Th; prozanétlivych cytokind
slin zvySuje (Schoeler et al. 1999). Mezi dal§i imunomodulaéni proteiny s protizanétlivou
funket, jez si kliSté vyvinulo, fadime tzv. evasiny. Jsou to vysoce selektivni proteiny, jez

vazi chemokiny (Déruaz et al. 2008).

Sliny klistéte Rhipicephalus sanguineus vykazuji imunomodulaéni GCinky
na dendritické buiiky na urovni jejich diferenciace, produkce cytokini a téZ exprese
kostimulaénich molekul. Kromé TNF-a sliny zminéného kliStéte inhibuji IL-12p40 a
naopak podporuji produkci IL-10 dendritickymi bunikami (Oliveira et al. 2011). Vlivem
klistécich slin dochéazi také k ovlivnéni T-bunék, NK bunck, neutrofili a makrofagh

(Kubes et al. 1994; Ribeiro et al. 1990; Ramachandra & Wikel 1995).

Exprese jednotlivych proteinli obsaZenych ve slinach se miZe béhem sani ménit.
Posledni dny sdni klisté exprimuje ve svych slinach jiné proteiny, nez prvni den séni a
muze se tak vyhnout imunitni reakci hostitele (Francischetti et al. 2009). Je pfedmétem
zkoumani, zda latky, obsazené ve slindch, nemohou byt vyuzity pro své farmakologické

vlastnosti pii 1é€be hemostatickych poruch, nadori ¢i autoimunitnich poruch.
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2.2.2 Vliv Kklistécich slin na Zirné bunky

Zirné buiiky soustiedéné pod epitelidlnim povrchem kize hraji dilezitou roli
pfi napadeni krev-sajicimi Clenovci véetné klistat. Vzhledem k tomu, Ze klisté mize
na hostiteli sat i vice nez deset dni, je proto pro klist¢ dulezité byt schopné dokoncit sani,

k ¢emuz je nutna aktivni modulace imunitni reakce.

Pfi testovani vlivu slin klistéte 1xodes ricinus na zirné bunky derivované z kostni diené
mysi bylo zjisténo, Zze dochézi k ovlivnéni produkce nékterych cytokinti. Nejvyraznéji byla
snizena produkce IL-9, IL-4 a IL-13. Hladiny IL-6 byly snizeny jen malo a produkce
TNF-a nebyla po 4 hodinach inkubace s klistécimi slinami ovlivnéna. Sliny také nemély

zadny ptimy dopad na stupen degranulace bun¢k (Langhansova et al. 2012).

Dulezitou funkci MC je produkce histaminu. Pfedpoklada se, Ze histamin hraje roli
pii odmitnuti klistéte hostitelem. Neni proto divu, Ze si klistata vyvinula proteiny, jez
histamin vazi. Histamin vdazajici proteiny (HBPs) pravdépodobné prispivaji k potlaceni
zanétu béhem sani klistéte, jelikoZ jsou schopné soutézit s histaminovymi receptory a
ptipravuji je tak o jejich ligand. Tim naruSuji pribéh hostitelské imunitni reakce a klisté
muze uspeésné sat (Paesen et al. 1999). Nicméné nedavno byl u nékolika druht klist'at
identifikovan faktor uvolfujici histamin (HRF) (Mulenga & Azad 2005). Uvolnény
histamin pak zajiStuje dostatecny pfisun krve do mista sani. Tento piekvapivy fakt byl
vysvétlen tim, Ze klisté oba faktory, HRF a HBP, exprimuje v rliznych fazich sani podle
ucinky zpusobuje histamin svédéni v misté piipojeni klistéte a muze tak vést k tomu, ze

hostitel si jej Skrabanim sdm odstrani.

V reakci na sani kliStéte se do mista poSkozeni dostava mnoho protilatek, které zacne
produkovat hostitel. Homocytotropické imunoglobuliny se nasledné vdZou na Fc receptory
na MC a bazofilech a zpisobi tak jejich degranulaci a uvolnéni mediatord. V nékolika
studiich bylo pozorovano zvySené mnozstvi degranulovanych zirnych bun¢k v misté rany
pfi sekundéarni infestaci oproti primarnimu sani (Brossard & Fivaz 1982; Ushio et al.
1993). Z toho vyplyva, ze MC jsou také schopné specificky rozpoznavat klistéci antigeny a
pfi opakovaném sani rychleji reagovat, kdy degranulace je tak silné€jsi z divodu piedchozi
senzibilizace MC homocytotropickymi IgE (Brossard & Fivaz 1982). Naproti tomu se
objevuji zminky o tom, Ze klistata dokazi degranulaci ¢aste¢né zabranit. Protoze sliny
nékterych klistat obsahuji apyrdzu, enzym, hydrolyzujici ATP, jez je potiebné
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pro degranulaci MC, mohou tak tento proces ¢astecné potlacovat (Cockcroft & Gomperts

1979; Ribeiro et al. 1985).

2.3 Vybrané signalni molekuly a jejich funkce

Signalni kaskady v buiikach jsou sloZzeny z mnoha molekul, které na sebe navzijem
navazuji a prenasi signal na dalSi molekuly, ¢imz dochédzi nejen k zesileni, ale také
k modulaci signalu. Fosforylace a proteolyza jsou rozsifené post-translacni modifikace,
které¢ v biologii funguji jako dulezity regulacni mechanismus. Detekce téchto uprav
na dobie prozkoumanych bunécnych proteinech tak miize poskytnout Siroky pohled
do intracelularnich signalizaci, jelikoz jejich role je velmi dilezitd ve vSech aspektech

bunécénych funkei.

2.3.1 ERK1/2 MAP kinaza

Prvni z nékolika signalnich molekul, kterymi se tato prace zabyva, je ERK1/2 MAP
kindza. MAPK/ERK kaskada je jedna z nejlépe charakterizovanych a Siroce sledovanych
signalnich drah. Je zapojena do Sirokého spektra bunétnych procesti a je aktivovéana

Sirokym spektrem extracelularnich signali.

ERK1/2 kinaza patii do rodiny sav€ich MAP kinaz, které se uCastni pfenosu
extracelularnich signalti do buiiky (Boulton et al. 1990). Savéi MAP kinazy (proteinkindzy
aktivované mitogenem) tvofi cytoplazmatické proteinové serin/threonin kinazy a patii sem
kromé extracelularné regulovanych kinaz (ERK) také rodina p38 kinaz a rodina JNK kinaz
neboli SAPK (stresem aktivované proteinkinazy). Kazda signaliza¢ni drdha MAPK sestava
z kaskady alespon tii proteinkinaz, MAPKKK (nebo MAP3K), MAPKK (nebo MAP2K) a
MAPK (Waskiewicz & Cooper 1995; Dhillon et al. 2007). Zde je MAPKK kindzou MEK
1/2, ktera katalyzuje fosforylaci lidské ERK 1/2 na Tyr204/187 a pak na Thr202/185.
Defosforylace ERK1/2 kinazy je zprostiedkovand fosfatdzami, coZz cini cely proces

vratnym a pomahé ho regulovat (Roskoski 2012).

ERK1/2 se tcastni tzv. Ras-Raf-MEK-ERK signalni kaskady. Tato kaskada se podili
na regulaci Siroké Skaly procesti zahrnujici adhezi bunck, vyvojovy cyklus, pfezivani,
migraci, diferenciaci, také metabolismus, proliferaci a transkripci. U nadorovych
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onemocnéni se Casto objevuji mutace v genech celé této kaskady, coz vede k jeji
up-regulaci (Roskoski 2012). Nicméné signalizacni kaskdda Ras-Raf-MEK-ERK byva
narusend také pii dalSich onemocnénich, jako jsou diabetes, poruchy mozku, srdecni
hypertrofie i zanét (shrnuto v Tanti & Jager 2009; Montagut & Settleman 2009; Chico et
al. 2009; Muslin 2008).

Stress/ A
Mitogens Stress Mitogens
Plasma membrane i /\
MAP4K MAP4Ks MAP4Ks MAP4Ks PKC
MAP3K MEKKZ2/3 MAP3Ks MAP3Ks Raf, others
g MAPKK MEKS5 MKK3/6 MKK4/7 MEK1/2/1b
pr—
= ,
i MAPK ERKS p38(1/[5/Y/b INK1/2/3 ERK1/2/1¢
MKs, / / RSKs, /
o MAPKAPK SGK1 MSKs, MK3 MSKs,
MNKs MSTI1 MNKs
Cytoplasmatic | Cytoplasmatic Cytoplasmatic
Nuclear envelope targets targets targets
MEF2A, MeF2C, ATF-2, c-Fos, p53, c-Jun, ATF-2, Elk-1,Smad1-4,
w» Transcription c-Fos, Fra-1, p73, MEF2A/C, Elk-1/3, JunD, MAF-A, p53, c-Myb,
- factors Sapla, CREB, Stat-1/4, Elk-1, p53,c-Myc, HSF-1,  ¢-Myc, SP1, ¢-Fos, ER,
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Obrazek 3: Schematické znazornéni MAPK kaskad a jejich jadernych cili (ptfevzato
z Plotnikov et al. 2011).

Tyto kinazy jsou aktivovany mitogennimi a jinymi stimuly v celé fad€¢ bunék. Studie
prokazaly jejich aktivaci po stimulaci bradykininem, epidermélnim ristovym faktorem,
fibroblastovym rtstovym faktorem, insulinem, insulin-like rustovym faktorem 1,
nervovym rastovym faktorem a rdstovym faktorem derivovanym z krevnich destic¢ek.
Dals$imi mozZnostmi aktivace jsou cytokiny, osmoticky stres ¢i receptory sptazené
s G-proteinem (shrnuto v Cobb et al. 1991; Raman et al. 2007). V ptipad¢ zirnych bunek
dochdzi k aktivaci MAPK drdhy stimulaci buiiky prostfednictvim pifemosténi Fc.RI
receptoru komplexem IgE-Ag. Ve funkcich zirnych bunék jsou piedpovidany dulezité role
téchto drah pravé ve schopnosti ERK 1/2, JNK a p38 regulovat transkrip¢éni aktivitu
riznych gentl, zvlasté pak cytokinovych gent (Ishizuka et al. 1998, 1999; Garrington et al.
2000).
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Lidské ERK 1 a 2 maji prakticky identickou sekvenci a maji spole¢nou vétsinu funkei,
substratu 1 aktivatoria (Gonzalez et al. 1991; Garcia et al. 2002; Boulton et al. 1991), z toho
divodu se uvadi jako ERK1/2. Bunécna stimulace drahy ERK1/2 vede k paralelni aktivaci
obou enzyml, ERK1 i ERK2 (Lefloch et al. 2008). Stejné jako vétSina kinaz i ERK1/2
obsahuji unikatni C- a N-terminalni usek, ktery poskytuje signalni specifitu. Dalsi funk¢éni
specifitu poskytuje 3l-aminokyselinovy zbytek vlozeny mezi kindzovymi doménami
(Roskoski 2012).

Cytoplazmatickych substratd ERK1/2 bylo identifikovano vice neZ padesat. Radime
sem fosfatdzy, rodinu RSK proteinkindz, cAMP fosfodiesterazy (PDE4), cytosolovou
fosfolipazu A2, cytoskeletalni proteiny, apoptotické proteiny a jiné signalni a regulacni
molekuly (Roskoski 2012; Lin et al. 1993; Zuniga et al. 1999; Yoon & Seger 2006).
Jaderné cile pro ERK1/2 zahrnuji rodinu transkripénich faktorti TCF, véetné Elk-1 a Sap-1
(Price et al. 1996; Janknecht et al. 1993). ERK1/2 kaskada déle reguluje remodelaci
chromatinu (Brami-Cherrier et al. 2009). RSK, neboli rodina ribozomalnich S6 kinaz, je
skupina proteinovych serin/threonin kinaz, které jsou aktivovany pomoci ERK a p38 kinaz
(Frodin & Gammeltoft 1999). ERK1/2 a RSK1/2 po pfesunu do jadra fosforyluji dalsi
transkripéni regulatory jako CREB, histon H3, Ets a STAT. To ma za nasledek rychlou
indukci IEGs (z angl. immediate early genes). Prostfednictvim produkti IEG dochazi
k regulaci prezivani, déleni a dalSich bunéénych pochodi (Brami-Cherrier et al. 2009;
Sharrocks 2001; Murphy & Blenis 2006).

Existujyi data, ktera naznacuji, Ze kliStéci sliny vyrazné ovliviiuji signalni drahu
ERK1/2 MAP kinazy. Ve studii (Oliveira et al. 2010) doslo vlivem klistécich slin
k modulaci produkce pro-zanétlivych cytokini dendritickymi bufikami stimulovanymi
lipopolysacharidem. Tento imunomodulaéni efekt byl spojovan se skutecnosti, ze klistéci
sliny inhibuji signalni drahy ERK a p38 MAP kinaz. Inhibice zminénych signalnich drah
pravdépodobné zplisobila 1 naruseni maturace mySich DC, kdy sliny vyrazné inhibovaly
fosforylaci obou kinaz po jejich piedchozi aktivaci pomoci LPS. Ve studii (Kramer et al.
2008) doslo ve fibroblastech vlivem klistécich slin ke snizeni aktivity ERK kindzy
stimulované riastovym faktorem z desti¢ek (PDGF). Data z této studie naznacuji, ze klistéci
sliny mohou potlacovat hostitelské mechanismy hojeni rany tim, Ze naruSuji motilitu bun¢k
zapojenych do téchto mechanismi prave inhibici signalni drahy ERK, kterd mé na motilitu

bun¢k klicovy vliv.
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2.3.2 p38 MAP kinaza

Dalsi z rodiny MAP kindz je p38 MAP kinaza. Poprvé byla tato molekula izolovana
jako protein o velikosti 38 kDa, ktery byl v riznych buikach silné fosforylovan vlivem
LPS (Han et al. 1993, 1994). Obrazek 3 znazoriiuje modul p38, ktery se sklada z nékolika
MAPKKK, z MAPKK (MEK3 a 6, ptipadn¢ MEK4) a ze ¢tyt izoforem p38 (p38a/B/y/d).
Vsechny izoformy p38 se vyznacuji tzv. TGY motivem, coz je specificka Thr-Gly-Tyr
sekvence aminokyselin, na které probiha fosforylace (Ono & Han 2000). Homology p38
byly identifikovany a klonovany u nizSich i1 vysSich eukaryotickych druht, véetné¢ much,

zab a kvasinek (Han et al. 1993; Brewster et al. 1993; Shiozaki & Russel 1995).

K aktivaci p38 dochazi piireakci na fyzicky ¢i chemicky stres bunky, jako je
oxidativni ¢i osmoticky stres, UV zafeni, hypoxie, ischemie a rizné cytokiny, jako jsou
IL-1 nebo TNF-o (Han et al. 1994; Lee et al. 1994; Raingeaud et al. 1995; Plotnikov et al.
2011). MEK 3 a 6 se vyznacuji vysokou specifitu pro p38, neaktivuji ERK1/2 ani JNK.
Naopak MEK4 muze aktivovat i p38 (Brancho et al. 2003). Zatimco MEKG6 aktivuje
veskeré izoformy p38, MEK3 je ponckud selektivni a ptfednostné fosforyluje izoformy
p38a a P. Aktivace nasleduje po MEK3/6-katalyzované fosforylaci konzervovaného
motivu TGY v aktiva¢ni smycce (Lee et al. 1994; Enslen et al. 2000). Ve studii (Kamide et
al. 2015) doslo ke stimulaci aktivace p38 MAPK a proteinkinazy B (Akt) v zirnych
buiikach vlivem kyselého pH.

Zda se, ze aktivace drahy p38 je dllezitd pro imunitni a zanétlivé reakce. Aktivace této
drahy hraje roli v produkci prozéanétlivych cytokind, v expresi intraceluldrnich enzymu
regulujicich oxidaci, v indukci adherentnich proteint a také v proliferaci a diferenciaci
bun€k imunitniho systému, kdy se Géastni GM-CSF, CSF, erytropoetinem a CD40-
indukované proliferace a diferenciace bun¢k (Ono & Han 2000; Pietersma et al. 1997;
Badger et al. 1998; Craxton et al. 1998). V zirnych burkach byla prokazana silna zavislost
produkce prozanétlivych cytokint TNFa a IL-6 indukovand pomoci LPS na aktivaci p38
(Hochdorfer et al. 2013).

Ptitomnost p38 byla zaznamenana v jadife 1 v cytoplazmé bunek v klidovém stavu.
Po aktivaci se p38 piesouva do jadra bunky, kde miize dale vykonavat své funkce
(Raingeaud et al. 1995; Ben-Levy et al. 1998). Ktém patii fosforylace nékterych
transkrip¢nich faktort, jako napiiklad ATF2, NF-kB, Sap-1, Elk-1, Ets-1 a p53. Dalsi cile

pro p38 piedstavuje Tau protein asociovany s mikrotubuly ¢i nékteré dal§i kinazy
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(Raingeaud et al. 1995; Roux & Blenis 2004; Price et al. 1996; Janknecht & Hunter 1997).
Uvadi se, ze substratova specifita p38 je podobna substratové specifita ERK kinazy.
Stejnymi cili pro obé kinazy jsou napiiklad MBP (myelinovy bazicky protein) a EGF-R
(receptor epidermalniho ristového faktoru). Naopak cytosolovou fosfolipazu A2 (cPLAj)
p38 nefosforyluje (Raingeaud et al. 1995).

Ve studii (Oliveira et al. 2010) byl sledovan vliv klistécich slin na dendritické bunky
(DC). Imunomodula¢ni ucinek klistécich slin na produkci pro-zanétlivych cytokinii DC
stimulovanymi LPS byl spojovan se zjisténim, ze klistéci sliny inhibuji aktivaci ERK1/2 a
p38 kinaz. Kromé¢ toho, DC oSetfené klistécimi slinami vykazovaly podobné vzory
modulace cytokinl v reakci na jiné TLR ligandy. Data dale naznacuji, ze klistéci sliny
indukuji regulac¢ni DCs, které produkuji IL-10 a nizké hladiny IL-12 a TNF-a po stimulaci
ligandy TLR. Regulaéni DCs jsou spojovany s inhibici ERK a p38 drah, které podporuji

produkci IL-10 a tudiz oslabuji hostitelskou imunitni reakci.

Existuji také ditkazy naznacujici korelaci mezi aktivaci drahy p38 a apoptézou. Fetalni
neurony potiebuji inzulin pro pfezivani a diferenciaci. Ve studii (Heidenreich & Kummer
1996) doslo u neuronti o$etienych insulinem k vyraznému poklesu aktivity p38 MAP
kindzy, ale v ptipad¢ dalSich MAPK k ovlivnéni nedoslo. V dalsi studii doslo k vyraznému
nartstu aktivity p38 po odstranéni séra z bunéénych kultur krysich fibroblastovych bunék.
Po pfidéni insulinu do stejné kultury doslo k vyraznému potlaceni aktivity p38, pficemz
podobnych vysledkt bylo dosazeno i v non-neuralnich bunkach (Kummer et al. 1997). Je
proto mozné usuzovat, Ze inzulin, ktery je potfebny pro pfeziti bunék, inhibuje
apoptotickou drédhu zprostiedkovanou p38. JelikoZ proteinovym cilem p38 je rodina
apoptotickych proteinii Bcl-2, indukce apoptdzy zminénou kindzou miiZze probihat praveé
prostiednictvim fosforylace ¢lenti Bel-2 rodiny (v tomto ptipadé BIMg, ). Studie (Cai et al.
2006) to prokazala pti pokusech na PC12 buiikach.

233 Akt (PI3K/Akt)

Akt, nebo téz proteinkinaza B (PKB), se skldda ze tii blizce a evolu¢né piibuznych
izoforem, Aktl/2/3, nebo téz PKBa/P/y, které maji vysoce konzervovanou doménovou
strukturu zahrnujici N-terminalni PH (pleckstrin homologni) doménu, kindzovou doménu a

regulacni C-konec obsahujici hydrofobni motiv. K Gplné aktivaci Akt je potfebna
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fosforylace na dvou mistech a to v oblasti kindzové domény (Thr308) a na C-terminalnim
konci (Serd473) (Alessi et al. 1996). Aktl je Siroce distribuovana ve tkénich a je zapojena
do rustu a pirezivani bunck. Aktl™" mysi vykazovaly chyby ve fetalnim a post-fetdlnim
ristu pietrvavajici az do dospélosti (Chen et al. 2001; Cho et al. 2001a). Akt2 je vysoce
exprimovana ve svalech a adipocytech a prispiva k regulaci glukézové homeostazy
zprostiedkované insulinem (Cho et al. 2001b; Garofalo et al. 2003). Distribuce Akt3 je
ponckud omezenéjSi a exprese je pomérné nizka, najdeme ji tak prevdzné v mozku ci
varlatech (Nakatani et al. 1999; Garofalo et al. 2003). Bylo prokazano, ze Akt je klicovou
molekulou v progresi rakoviny (Hill & Hemmings 2002).

Za normalnich okolnosti je Akt wudrzovana v neaktivnim stavu pomoci
intramolekularnich interakci mezi PH a kinazovymi doménami (Calleja et al. 2007).
Fosforylace Akt na Thr308 zvySuje jeji aktivitu asi stokrat, nicméné maximalni aktivita
Akt vyzaduje dalsi fosforylaci a to v hydrofobnim motivu na Ser473. Obé mista mohou byt
fosforylovéna nezavisle na sob¢ (Alessi et al. 1996). Po fosforylaci a aktivaci Akt disociuje
od membrany a pfesouva se do cytosolu a jadra, kde aktivuje downstreamové signalni
drahy tim, ze fosforyluje velké mnozstvi substratu. Akt signalizace je ukoncena
defosforylaci Thr308 a Ser473 pisobenim fosfataz PP2 (z angl. protein phosphatase 2) a
PHLPP (z angl. PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase) (Andjelkovi¢ et
al. 1996; Alessi et al. 1996).

Akt je jedna zklicovych molekul aktivovanych v ramci signalni drahy PI3K
(fosfatidylinositol-3 kinaza). Mnoho rustovych faktori a cytokini stimuluje zvySeni
aktivity PI3 kinazy, vedouci v nasledné zvyseni PI(3,4)P, a PI(3,4,5)P3 v buiikach. Tyto
fosfoinositoidy tvoii vazebné misto pro PH doménu obsahujici proteiny jako jsou Akt a
PDK1 (z angl. phosphoinositide dependent protein kinase), a tim je pomaha transportovat
k membran¢ (Hers et al. 2011). Signalni drahy fizené PI3K v rizné mife reguluji
receptorem zprostiredkovany rist, diferenciaci, preziti a aktivaci a také navadéni do

cilovych tkani.
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Obrazek 4: Schematické znazornéni signalni drahy PI3K/Akt/mTOR (pfevzato
z Matsuoka & Yashiro 2014).

Akt reguluje mnoho bunécnych procest. Zapojuje se do metabolismu, proliferace,
prezivani a rlstu bunky a také do procesu angiogeneze. Tyto funkce zprostiedkovava diky
Ser/Thr fosforylaci navazujicich substrati. Mnohé z téchto substratli maji vic nez jednu
funkeci a jeden proces je Casto zprostfedkovan nékolika navazujicimi cilovymi molekulami.
Fosforylace pomoci Akt mize mit na proteinové substraty mnoho ucinkti véetné inhibice ¢i
stimulace jejich aktivity, ovlivnéni jejich sub-celularni lokalizace, muze poskytovat
ochranu pfed degradaci nebo regulacni vazbou na proteinové vzory (Alessi et al. 1996;

Hers et al. 2011).

Vyznamnou funkci této signalizacni drahy je podpora riistu bun€k a syntézy proteinli
ptes regulaci signalni drahy mTOR. PI3K a Akt mohou regulovat mTOR prostiednictvim
tumorsupresorovych gentit TSC1 a 2 (z angl. tuberous sclerosis protein). Ty spolu tvofi
funk¢ni komplexy a poté inhibuji p70 S6K, coz je aktivator translace, a naopak aktivuji
4E-BP1, coz je inhibitor translace. Tyto funkce jsou zprostfedkovany inhibici mTOR, coz
v kone¢ném disledku vede k naruseni bunécného rtstu. Ve studii (Inoki et al. 2002) bylo
prokazéano, ze Akt fosforyluje TSC2, coZz vede k jeho destabilizaci a naruSeni interakce

s TSC1 a nasledné inhibuje jejich fyziologickou funkci.
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Dulezitym cilem pro Akt je GSK-3 (z angl. glykogen synthase kinase-3). GSK-3 se
zapojuje do regulace nékterych fyziologickych procest, véetné fizeni syntézy glykogenu a
proteinti, modulace transkripénich faktord AP-1 a CREB apod. GSK-3 je vlivem insulinu
nebo rastovych faktort fosforylovana a tim inhibovana. Inhibice GSK-3 pomoci Akt tedy
umoziuje syntézu glykogenu, coz ma pozitivni vliv na piezivani bun¢k (Cross et al. 1995).
Na pozitivni regulaci pfezivani bunck se také podili schopnost Akt fosforylovat ASKI
(z angl. apoptosis signal related kinase), ktera vede k prevenci apoptézy (Kim et al. 2001).
V neposledni fadé Akt podporuje prezivani bunék prostfednictvim negativni regulace

nékterych proapoptotickych proteint Bel-2, naptiklad Bad (Datta et al. 1997, 2002)

Predpoklada se, ze transdukéni signélni cesta PI3K/Akt inhibuje signaly zptsobujici
produkci nékterych zanétlivych cytokinti. Ve studii (Fukao et al. 2002) doslo
K negativnimu ovlivnéni produkce IL-12 dendritickymi bunikami prostiednictvim aktivace
PI3K drahy. Déle bylo zjisténo, ze Akt reguluje produkci a sekreci IL-2 a TNF-a v Zirnych
buiikach stimulovanych FccRI a to pomoci transkripéni aktivace NF-xB, NF-AT, a AP-1,
které prispivaji k produkci cytokint (Kitaura et al. 2000).

Klistéci sliny ovlivituji také PI3K/Akt signdlni drahu. Ve studii (Lieskovskd &
Kopecky 2012) byl pozorovan inhibi¢ni efekt slin na fosforylaci Akt v dendritickych
bunkach. Signalni draha PI3K/Akt spolu s NF-kxB a MAPK signdlnimi drahami zde byla
aktivovana pomoci spirochét rodu Borrelia. Klistéci sliny potlacovaly aktivaci NF-kB a
ERK1/2. Aktivace Akt byla také ovlivnéna, ale do mensi miry (Lieskovska & Kopecky
2012). V buiikach Saos-2 (bunééna linie z osteosarkomu) aktivovanych EGF doslo vlivem

klistécich slin také k potlaceni aktivace Akt kinazy (Poole et al. 2013).

2.34 NF-xB

Posledni signalni molekulou, na kterou se tato prace zaméfuje, je skupina
transkripcnich faktort NF-kB. Jednd se o velkou rodinu proteinii skladajici se ze dvou
podrodin: NF-xB proteind a Rel proteinii. NF-kB/Rel proteiny zahrnuji NF-kB2 p100/p52,
NF-kB1 p105/p50, RelA/p65, RelB a c-Rel (Bonizzi & Karin 2004). Vsechny spolu sdili
tzv. RHD doménu (z angl. Rel homology domain), coz je vysoce konzervovana DNA
vazajici doména. Pomoci této domény mohou tvofit dimery, které se vaZou na cilové DNA

sekvence zvané kB mista. Tim dochazi k modulaci genové exprese. RelA, c-rel a RelB
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také obsahuji C-termindlni trans-aktivaéni doménu (TAD), kterd umoziuje aktivovat
expresi cilového genu. p50 a p52 naproti tomu tuto doménu neobsahuji, proto jejich
dimery transkripci potlacuji, pokud vSak nejsou vazany na protein obsahujici TAD. p50 a
p52 Casto tvofi heterodimery s RelA, c-rel nebo RelB a chovaji se pak jako transkripéni
aktivujici dimery (shrnuto v Hayden et al. 2006).

NF-kB se nachazi prakticky ve vSech typech buné¢k a podili se na aktivaci mimotadné
velkého poctu gentll v reakci na infekci, zanét a jiné stresové situace vyzadujici okamzité
pieprogramovani genové exprese. Ve vétsSiné bunék nalezneme inaktivni komplexy NF-xB
hlavné v cytoplazmé v komplexu s n¢kterym z inhibi¢nich proteinti z rodiny IkB, které
zadrzuji dimery NF-xB v cytoplazmé. Kdyz dojde k aktivaci drahy, inhibi¢ni protein je
degradovan a komplex NF-«B vstupuje do jadra, kde dale uskuteciiuje své funkce (Hayden
et al. 2006; Arenzana-Seisdedos et al. 1997).

A) Activation of the Canonical NF-xB Pathway B) Activation of the Alternative NF-xB Pathway
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Obrazek 5: Aktivace kanonické a alternativni NF-kB signalni drahy (pfevzato z Jost

& Ruland 2007).

Existujyi dvé zékladni cesty aktivace NF-«kB. Klasicka neboli ,kanonickd™ draha, je
vyvolana mikrobidlnimi produkty a prozanétlivymi cytokiny jako jsou TNF-a a IL-1. To
obvykle vede k aktivaci komplexi obsahujicich RelA nebo c-Rel (Lawrence 2009).
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Alternativni cesta je aktivovana vétSinou ¢lend rodiny TNF cytokind; lymfotoxinem [
(Dejardin et al. 2002), ligandem CD40 (CD40L), aktivacnim faktorem B bun¢k (BAFF)
(Bonizzi & Karin 2004), a ligandem aktivatoru receptoru NF-kB (RANKL) (Novack et al.
2003), ale ne TNF-o. Jeji navazani na receptor vede K aktivaci komplexti RelB/p52
(Lawrence 2009). Obé¢ cesty jsou charakterizovany odlisnou potiebou IKK podjednotek.
Komplex IKK (IkB kinaza) sestava z dvou podjednotek, IKKa (IKK1) a IKKp (IKK2) a
regulacni podjednotky IKKy. IKKP reguluje aktivaci kanonické cesty prostfednictvim
fosforylace IkBs a vyZaduje podjednotku IKKYy, ale ne IKKa. Alternativni cesta je naopak
na podjednotce IKKa zavisld a po aktivaci vede k translokaci p52/RelA dimerd do jadra
(Lawrence 2009; Bonizzi & Karin 2004; Senftleben et al. 2001a; Zandi et al. 1997).
Mnoho odlisnych signalnich drah, které aktivuji NF-xB se sbihd v bod¢ IkB kinaz, které

jsou pro ptenos signalu nezbytné.

Uvadi se, ze signalni drahy NF-xB maji dilezitou tlohu Vv regulaci imunitniho
systému. Klasickd signédlni draha NF-xB zaloZend na degradaci IkB zéavislé na IKK je
zasadni pro reakce vrozené imunity. Napiiklad deficit RelA a IKKP vede ke zvysSeni
nachylnosti k infekcim, pokud se ovsem predejde embryondlni letalité, kterd je s t€émito
deficiencemi také spojend (Alcamo et al. 2001; Senftleben et al. 2001b). Aktivace a
translokace NF-kB dimera (hlavné p50/RelA) do jadra je spojena se zvySenou transkripci
gentt kodujicich chemokiny, cytokiny, adhezivni molekuly (ICAM-1, VCAM-1, ELAM),
enzymy podporujicich produkci sekundarnich zanétlivych mediatord a inhibitory apoptozy
(shrnuto v Bonizzi & Karin 2004).

Stimulace TLR4, ktery je receptorem pro LPS, na povrchu MC a makrofagh vede
Kk produkci cytokint zavislé na NF-kB; jedna se hlavné o TNF-a a IL-6. Krom¢ NF-«B
muze signalizace pies TLR4 také stimulovat drahy MAP kinaz vedouci k aktivaci ERK a
p38 (Shimura et al. 2012; Zuckerman et al. 1991; Zorn et al. 2009).

Klistéci sliny zasahuji do nékolika signalnich drah, které se mohou podilet na mnoha
z inhibiénich vlivii dendritickych bunék. Napftiklad sliny klistéte I. ricinus inhibuji NF-kB,
PI3K/Akt a ERKI1/2 signalni drahy v dendritickych buiikdch po jejich aktivaci
prosttednictvim ligandu TLR2 (Lieskovskda & Kopecky 2012). Slozky slin klistéte
I. scapularis také narusuji funkci NF-kB. Bylo zji§téno, ze protein Salp15, ktery je v nich
obsazen, narusuje fosforylaci kinazy LCK (z angl. lymphocyte-specific protein tyrosine
kinase), coz vede k poklesu DNA-vazebné aktivity nuklearnich faktord NF-AT a NF-«B.
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To nasledn¢ vede k inhibici produkce IL-2 a tim i ovlivnéni aktivace naivnich CD4+
T-bunék (Anguita et al. 2002b). Dalsi molekulou izolovanou z klistécich slin, ktera
zasahuje do drahy NF-«kB, je longistatin. Ten pfedchazi translokaci NF-kB z cytoplazmy
do jadra a chova se jako antagonista RAGE (z angl. receptor for advanced glycation
endproducts), ktery zprostfedkovava aktivaci imunitnich bunék v misté zanétu. Longistatin
také down-reguluje adhezivni molekuly a tim plsobi proti vzniku zdnétu v misté¢ kousnuti

klistétem (Anisuzzaman et al. 2014).

Dalsim ptikladem klistécich molekul ovliviujicich signalni drahu NF-xB jsou
sialostatiny. Klistéci sialostatiny Sialo L2 a v mensi mife i Sialo L oslabuji drahu ERK1/2
Vv dendritickych bunkach aktivovanych pfes TLR2 pomoci LTA (lipoteichoova kyselina)
nebo infekci B. burgdorferi. Vlivem Sialo L2 byla také snizena aktivace PI3K/Akt drahy a
také draha NF-kB v reakci na LTA (Lieskovska et al. 2015). NF-kB spolu s p38 MAP
kindzou jsou v DC zdsadnim zpisobem zapojeny do exprese prozanétlivych cytokini
(Anguita et al. 2002a), zatimco PI3K je nezbytna pro optimalni priibéh fagocytdzy (Shin et
al. 2009). Potlaceni zminénych signalnich drah vlivem klistécich slin tak vede k naruSeni
fyziologickych funkci DC a nasledné k modulaci imunitni odpovédi prostfednictvim

fagocytozy ¢i tvorby cytokinli a chemokint.
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3 Materialy a metody

3.1 Materialy
3.1.1 Mysi

V ramci této prace byly pouzity samice inbrednich mysi kmene C57BL/6 (AnLab)
ve staii Sest az osm tydnl. Z mysi se ziskavala kostni dfen, z niz se néasledné izolovaly
zirné bunky. Mysi byly chovany za podminek vyzadujici bariérovy chov ve zvéfinci

Katedry medicinské biologie na Jiho¢eské univerzité v Ceskych Budé&jovicich.

3.1.2 Kilistata a sliny

Pro ziskavani slin byly pouzity dospélé samicky klistat Ixodes ricinus, které se

ziskavaly pomoci vlajkové metody v okoli mésta Ceské Budgjovice.

3.1.3 Zirné buiiky
o Buné¢na linie MC/9

Jedna se o linii mySich zirnych bunck zavislych na ristovych faktorech, dodavatelem
byla firma ATCC. MC/9 buné&¢na linie byla kultivovana v médiu MC/9 médiu (viz tabulka
I). Pasaz byla provadéna 3x tydné.

Tabulka I: Slozeni MC/9 média.

MC/9 médium Dodavatel
D-MEM Biowest
10% BOFES Biowest
2,2mM L-glutamin Biowest

Penicilin (100 g/ml), Streptomycin sulfat Biowest

(100 pg/ml), Amphotericin B (0,25 pg/ml)

Merkaptoethanol (1:10000) Sigma-Aldrich
10% Rat T-Stim B&D Biosciences
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o BMMC — priméarni zirné buiky

Primarni zirné bunky byly derivovany z kostni dfené mysi (viz kapitola 3.2.2.) a

kultivovany v médiu IMDM obohaceném o sérum a tii cytokiny (viz tabulka I1).

Tabulka I1: Slozeni BMMC média.

BMMC médium Dodavatel
IMDM Biowest
10% BOFES Biowest
2,2mM L-glutamin Biowest

Penicilin (100 g/ml), Streptomycin sulfat Biowest

(100 pg/ml), Amphotericin B (0,25 pg/ml)

1% Na pyruvat GIBCO

IL-3, Recombinant Murine IL-3 (20 U/ml)  Laskavé poskytnuto prof. Edgarem
Schmittem z Mainz, Némecko; PeproTech

Mouse IL-4 (50 U/ml), Recombinant Cell Signaling; PeproTech

Murine IL-4 (12,5 U/ml)

Kit-ligand (200 ng/ml), Recombinant Laskavé poskytnuto prof. Edgarem

Murine SCF (50 ng/ml) Schmittem z Mainz, Némecko; PeproTech

3.2 Metody
3.2.1 Slintani kli§tat

Samicky klist'at se nechaly 6-7 dni sat na morc¢atech, poté se oplachly v 15 % etanolu
a pomoci lepici pasky se pfipevnily na podlozni sklicko. Pomoci plasteliny se pak upevnila
kapilara, kterd se pod binolupou klist'atiim nasadila na hypostom a jednu palpu. Nakonec
se na hibet kliStat nakapal 1-2 ul (v zavislosti na velikosti klistéte) roztoku 5 %
pilocarpinu (Sigma-Aldrich) v96 % etanolu, pro podpofeni slintani a klistata se
Vv krabickach s navlhéenym filtraénim papirem ulozila do termostatu (5 % CO2, 37°C).
Kapilary byly pribézné kontrolovany, pfipadné znovu nasazeny a po dvou hodinach se

vSechny kapilary odebraly a jejich obsah byl vypradzdnén do zkumavky a drzen na ledu.

Takto ziskané sliny se poté prefiltrovaly pres 0,22 pm filtr (Millex®-GV, Merck) a
zméfila se koncentrace obsazenych proteinii metodou podle Bradfordové (Bradford 1976).

Prefiltrované sliny byly uchovavany pti -75°C do dal$iho pouziti.
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3.2.2 lzolace BMMC

Mysi byly usmrceny zlomenim vazu. Po odstranéni a o¢isténi koncetin se z holennich
a stehennich kosti vyizolovala kostni dfeni a rozsuspendovala se v 1x MEM (Minimum
Essential Medium Eagle, Sigma). Suspenze se prefiltrovala ptes 70 pum filtr (Corning,
nylon) a centrifugovala 10 minut pii 160 g a 4°C. Bunécny pelet se rozsuspendoval ve 2 ml
0,84 % NH4Cl ohtatého na 37°C, ¢imz doslo k lyze erytrocytii. Po 2 minutach se lyza
zastavila piidanim 10 ml 1x MEM, buiiky se spocitaly v Biirkerové komurce, opét stoCily a
nafedily v BMMC médiu na koncentraci 3x10%ml. Bun&tna suspenze se rozdélila
do 24-jamkového panelu po 1 ml na jamku. Ttikrat tydné bylo odebrano 0,5 ml média se
suspenznimi bunikami z kazdé jamky a pfeneseno do novych jamek, ke kterym bylo
nasledné pfiddano 0,5 ml Cerstvého média. Bunky byly kultivovany po dobu 3-4 tydnii
v termostatu pii 37°C a 5 % CO,. Derivace byla provadéna s modifikacemi dle protokolt
(Kasakura et al. 2014; Stassen et al. 2006). Takto pfipravené buiiky byly nasledné pouzity

Vv experimentech.

Uspésnost derivace zirnych bunék byla ovéfena pomoci pritokové cytometrie.
2x10° vyderivovanych bungk bylo stogeno (pii 160 g a 4°C) a promyto PBS s1 %
BOFES. Poté byly buniky oznaceny pomoci protilatek proti CD117 (c-Kit) a FceR od firmy
eBioscience (anti-mysi CD117 konjungovana s FITC a anti-mysi FceR1a konjungovana s
PE), inkubace probihala 20 minut vtemnu a na ledu. Po dalsim promyti byly buiky
méfeny na pratokovém cytometru BD FACSCanto II. Populace vyderivovanych bunék
obsahovala 87% bunék pozitivnich na CD117 a 88% pozitivnich na FceR.

3.2.3 Priprava bunék

Pro sledovani hladin cytokint a chemokinli pomoci proteomové array byly primarni
7irné buiiky nasazeny do 48-jamkového panelu v koncentraci 6x10°/500 ul BMMC média
(bez cytokini) na jamku.

Pro sledovani hladin cytokinti a chemokinli pomoci Elisa testu byly BMMC nasazeny
v triplikdtech do 96-jamkového panelu v koncentraci 1,5x10°200 ul BMMC média

(bez cytokini) na jamku.
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Bunky byly preinkubovany 2h s klistécimi slinami (10 pg/ml) a nasledné stimulovany
ionomycinem (Sigma-Aldrich) v kone¢né koncentraci 1uM. Po 24h inkubaci pii 37°C
s5 % CO; se do Cistych mikrozkumavek odebiral supernatant, ktery byl pouzit k vlastni

analyze.

3.2.4 Detekce cytokini a chemokini v aktivovanych Zirnych buiikach

o Cytokinova array - Proteome Profiler™ Array — Mouse Cytokine Array Panel A

Relativni mnozstvi cytokinti a chemokinti bylo stanovovano pomoci Proteome Profiler
Array — Mouse Cytokine Array Panel A (R&D Systems), kdy je mozné soucasné sledovat
hladinu 40 riznych cytokini a chemokint (tabulka III). Pozice jednotlivych cytokint a
chemokinii na membran¢ je zobrazena na obrdzku 6. Postup byl provadén dle navodu
dodan¢ho vyrobcem. Méfeni chemiluminiscence probihalo v pfistroji Alliance 4.7, Gel
Documentation Systems, UVITEC Cambridge. Intenzita signalu byla vyhodnocena
v programu UviBand (UVIBAND analysis software, UVITEC Cambridge).

Tabulka I11: Seznam cytokint a chemokint (Proteome Profiler™ Array).

Souradnice Cil

Al, A2 Pozitivni kontrola
A23, A24 Pozitivni kontrola
B1, B2 BLC

B3, B4 Cha

B5, B6 G-CSF
B7, B8 GM-CSF
B9, B10 1-309
B11, B12 Eotaxin
B13, B14 ICAM-1
B15, B16 IFN-y
B17,B18 IL-1a
B19, B20 IL-1B
B21, B22 IL-1ra
B23, B24 IL-2

C1, C2 IL-3
C3,C4 IL-4

C5, C6 IL-5
C7,C8 IL-6

C9, C10 IL-7
C11,C12 IL-10
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C15, C16 IL-13

C19, C20 IL-17

C23,C24 IL-27

D3, D4 I-TAC/CXCL11

D7, D8 M-CSF

D11, D12 MCP-5

D15, D16 MIP-1a

D19, D20 MIP-2

D23, D24 SDF-1

E3, E4 TIMP-1

E7, E8 TREM-1

F23, F24 Negativni kontrola

Obrazek 6: Pozice cytokint a chemokini na membran& (Proteome Profiler™ Array).

o Elisa test - cytokiny

Koncentrace vybranych cytokinil byla stanovovéna za pouziti Ready-Set-GO! ELISA
Kitu (eBioscience). Vlastni testovani probihalo v 96-jamkovych mikrotitra¢nich destickach
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(Costar) dle navodu dodaného vyrobcem. K dokonceni reakce byl pouzit 1x TMB ELISA
substrate solution (eBioscience), k zastaveni reakce byla pouzita 2M H,SO,4. Absorbance
byla méfena vertikalnim spektrofotometrem (Synergy H1 microplate reader, BioTek)

pii 450 nm. Supernatant byl testovan na ptitomnost cytokina IL-4, TNF-a a I[FN-y.
o Elisa test — chemokiny

Pro stanoveni koncentrace chemokint byly pouzity kity firmy PeproTech - Murine
MIP-2 Mini ELISA Development Kit, Murine JE (MCP-1) Mini ELISA Development Kit
a Murine IL-3 Mini ABTS ELISA Development Kit. Vlastni testovani probihalo
v 96-jamkovych mikrotitracnich destickach (Costar), postup byl provadén dle navodu
dodaného vyrobcem. K dokonceni reakce byl pouzit 1x TMB ELISA substrate solution
(eBioscience), k zastaveni reakce byla pouzita 2M H,SO4. Absorbance byla métena
na vertikalnim spektrofotometru (Synergy H1 microplate reader, BioTek) pii 405 nm.
Supernatant byl testovan na MIP-2, MCP-1 a IL-3.

3.2.5 Sledovani aktivity signalnich molekul

o Signalni array — PathScan® Intracellular Signaling Array

BMMC byly nasazeny do 24-jamkového panelu v koncentraci 1x10%/500 pl BMMC
média na jamku. Poté byly buniky preinkubovany 2h s klistécimi slinami (10 pg/ml) a
nasledné stimulovany ionomycinem (1pM). V intervalu 5, 30 a 60 minut od stimulace byla
reakce zastavena pienesenim panelu na led. Bunky byly pfeneseny do mikrozkumavek,
oplachnuty sterilnim chlazenym PBS a stoCeny (5 minut, 252 g, 4°C). K peletu bunék bylo
pfidano 80 pl lyza¢niho roztoku (PathScan Cell Lysis Buffer obsahujici 2mM NazVOy,
1x koktejl inhibitord protedz (Sigma-Aldrich)). Lyza probihala 5 minut na ledu. Vznikly
lyzat byl centrifugovan 10 minut pii 11180 g a 4°C a skladovan pii -75°C.

Hladina aktivovanych signdlnich molekul ve vzorcich byla zjiStovana pomoci
PathScan® Intracellular Signaling Array (Chemiluminescent Readout, Cell signaling), kdy
je mozné soucasn¢ detekovat aktivitu 18 riznych signalnich molekul, prevazné kinaz
(viz tabulka 1V). Signalni molekuly oznacené hvézdickou nejsou v mysSich vzorcich
rozeznavany. Pozice jednotlivych signalnich molekul na sklicku je zobrazena

na obrazku 7. Postup byl provadén dle navodu dodaného vyrobcem. M¢eieni
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chemiluminiscence probihalo v pfistroji Alliance 4.7, Gel Documentation Systems,
UVITEC Cambridge. Intenzita signalu byla vyhodnocena v programu UviBand
(UVIBAND analysis software, UVITEC Cambridge).

Tabulka 1V: Intracelularni signalni molekuly a jejich modifikace (PathScan® Intracellular

Signaling Array).

Cil

Misto fosforylace

Modifikace

1 Pozitivni kontrola - =
2 Negativni kontrola - -
3 ERK1/2 Thr202/Tyr204 Fosforylace
4 Statl Tyr701 Fosforylace
5 Stat3 Tyr705 Fosforylace
6 Akt Thr308 Fosforylace
7 Akt Ser473 Fosforylace
8 AMPKa Thrl72 Fosforylace
9 S6 Ribosomal protein Ser235/236 Fosforylace
10 mTOR Ser2448 Fosforylace
11 HSP27* Ser78 Fosforylace
12 Bad Serl12 Fosforylace
13 p70 S6 Kinase Thr389 Fosforylace
14 PRAS40 Thr246 Fosforylace
15 p53 Serl5 Fosforylace
16 p38 Thr180/Tyr182 Fosforylace
17  SAPK/JNK Thr183/Tyr185 Fosforylace
18  PARP* Asp214 Stépeni
19  Caspase-3* Aspl75 Stépeni
20  GSK-3p Ser9 Fosforylace

W (3)(3)(4)(4)@

5)(5) (6D

8)(8)(9)(9)(10){(10

U 11)(12)(12)(13)(13,

14)(14)(15)(15)(16)(16

17)(17)(18)(18)(19)(19

1) (20) (20 2)(2)(2

Obriazek 7: Pozice signalnich molekul na skli¢ku (PathScan® Intracellular Signaling
Array).

o Western Blotting
PRIPRAVA LYZATU

BMMC a MC/9 buniky byly nasazeny do 48-jamkového panelu v koncentraci
0,5-1x10%/500-1000 ul BMMC nebo MC/9 média na jamku. Poté byly buiiky
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preinkubovany 2h s klistécimi  slinami (10 pg/ml) a nasledné stimulovany
ionomycinem(1uM). V intervalu 10, 30 a 60 minut od stimulace byla reakce zastavena
prenesenim panelu na led. Buiiky byly pifeneseny do mikrozkumavek, oplachnuty sterilnim
chlazenym PBS a centrifugovany (5 minut, 252 g, 4°C). K peletu bylo pfidano 80 pl
lyza¢niho roztoku (RIPA pufr, 25mM NaF, 2mM NazVO4, 1x koktejl inhibitorti proteaz) a
lyza probihala 5 minut na ledu. Vznikly proteinovy extrakt byl centrifugovan 10 minut

pii 11180 g a 4°C a skladovan pii -75°C.

POLYAKRYLAMIDOVAOVA GELOVA ELEKTROFOREZA ZA REDUKUIJICIH
PODMINEK (SDS-PAGE)

Proteinovy extrakt se po rozmrazeni smichal se vzorkovym pufrem obsahujici
B-merkaptoethanol (900 ul 4x Laemmli Sample Buffer + 100 ul B-ME, Bio-Rad) v poméru
3:1 a nechal se 5 minut zahtivat na 95°C. Po zchladnuti se nanasel na gel v mnozstvi 20 pul
na jamku. Rozd¢leni proteinti probihalo v 8 % polyakrylamidovém gelu za redukujicich
podminek v ELFO pufru (26 mM TRIS, 192 mM Glycine, 3,5 M SDS) podle Laemmliho
(Laemmli 1970). Zdroj elektrického proudu pro pribéh elektroforézy byl nastaven
na 40 mA na jeden gel. Elektroforéza poté probihala 45-60 minut pfi napéti 250V.

SEMI-DRY WESTERN BLOTTING

Gel srozdélenymi proteiny se proplachl v transferovém pufru (25,6 mM TRIS,
192 mM glycin, 1,73 mM SDS, 20 % methanol). Membrana (PVDF, Thermo Scientific) se
kratce promyla 100 % metanolem a poté oplachla v transferovém pufru. Pienos proteint
na membranu probihal v pfistroji Semi-Dry Blotter (Scie-Plas). Zdroj elektrického proudu
byl nastaven na 64 mA a napéti 150 V na jeden gel, ptenos trval 1 hodinu a 10 minut.
Membrana se poté promyla v promyvacim roztoku TBS s 0,1 % Tweenem (19 mM TRIS,
137 mM NaCl, 0,1 % Tween-20). Promytd membrana byla 1 hodinu blokovana
v 5 % mléce (susené odtu¢néné mléko v TBS s 0,1 % Tweenem) pii laboratorni teploté a
poté pfes noc inkubovana pii 4°C s pfislusnou protildtkou rozmichanou v mléce.
Protilatky, které byly pouzity k detekci proteind, jsou uvedeny v tabulce V. Membrana
byla druhy den promyvéna 1x 15 minut a 2x 5 minut v promyvacim roztoku. Po promyti se
membrana inkubovala 45 minut pfi laboratorni teploté s pfislusnou sekundéarni protilatkou
(Anti-Rabbit 19G HRP-linked, Anti-Mouse 1gG HRP-linked, Cell Signaling). Poté byla 3x
promyta promyvacim roztokem. Substratové roztoky byly smichany v poméru 1:1

bezprostiedné pred pouzitim. Byly pouzivany dva typy substratovych roztokli, Detection
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reagent 1 a 2 od firmy Thermo Scientific a roztoky Western Bright Quantum (Western
Blotting Detection Kit) od firmy Advansta. Métfeni probihalo v piistroji Alliance 4.7, Gel
Documentation Systems, UVITEC Cambridge. Vyhodnoceni bylo provadéno v programu
Imagel. Zpracovani dat do grafii bylo provedeno v programu MS Excel. Narust aktivity
signalnich molekul oproti nestimulované kontrole je poklddan za 100 % v kazdém

jednotlivém intervalu.

Tabulka V: Protilatky pouzivané k detekci proteind.

Fosforylovany protein Redéni Totalni protein Redéni Dodavatel

p-Akt (Ser473) 1:1000 Aktl 1:1000 Cell Signaling

B-actin 1:1000 - - Cell Signaling

p-p44/42 MAPK (Erk1/2) 1:1000 ERK1/2 1:5000 Cell Signaling, Enzo

(Thr202/Tyr204) Life Science

p-NF-kB p65 (S536) 1:1000 NF-kB (p65) 1:1000  Cell Signaling

p-p38 (T180/Y182) 1:1000 p38 1:200 Cell Signaling, Enzo
Life Science

STRIPOVANT

Stripovani membrany probihalo 20 minut na tfepacce pfi laboratorni teploté. Pro
odvazani protilatek z membrany byl pouZit stripovaci pufr Restore Western Blot Stripping
Buffer (Thermo Scientific). Po stripovdni se membrana promyvala Ix 10minut a

1x 5 minut v promyvacim roztoku TBS s 0,1 % Tweenem.

3.2.6 Statistické vyhodnoceni dat

Statistick¢é vyhodnoceni dat bylo provadéno v programu GraphPad Prism pomoci
dvoucestné analyzy variance a Bonferroniho post-testu v pifipadé signdlni a cytokinové
array a pomoci jednocestné analyzy variance a Bonferroniho post-testu v pfipad¢ Elisa
testl. Hvézdicky v grafech oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami, kdy
jedna hvézdicka znaci P<0,05, dvé P <0,01, tfi P<0,001 a ¢tyti P<0,0001. Hodnoty v grafu
jsou uvedeny jako aritmeticky primér naméfenych hodnot £ stiedni chyba praméru
(SEM).
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Cile prace

Vliv klistécich slin na produkci cytokinti a chemokinti Zirnymi butikami po stimulaci
ionomycinem

a) Vyuziti proteomové cytokinové array.

b) Potvrzeni vysledkt pomoci Elisa testu.

Vliv klistécich slin na aktivaci Signalnich drah v zirnych buinikach po stimulaci
ionomycinem

a) Vyuziti signalni array.

b) Testovani vybranych signalnich molekul pomoci Western blottingu.

Navrhnout potencidlni mechanismus, kterym klistéci sliny ovliviiuji produkei cytokint

s ohledem na testované signalni dréhy.
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5 Vysledky

5.1 Ovlivnéni produkce cytokinii a chemokini primarnimi Zirnymi buniikami

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, jaky vliv maji klistéci sliny na produkci cytokint a
chemokinti primarnimi zirnymi bunikami. Buiky byly preinkubovany 2 h s klistécimi
slinami a stimulovany ionomycinem po dobu 24 h. Poté byl analyzovan supernatant.

Piesny postup je uveden v kapitole 3.2.4.

Na obrazku 9 a 10 jsou uvedeny grafy znazornujici hladiny cytokinti a chemokint
produkovanych primérnimi zirnymi bunikami. Data pochdzi z analyzy vzorkl ziskanych
pomoci proteomové array (obrazek 8). Mizeme vidét, ze ze vSech Ctyficeti rtiznych
cytokinti, chemokinii a jinych molekul, které array zahrnuje, doSlo po stimulaci bunék
ionomycinem zhruba u tfetiny z nich ke zvySeni produkce. Konkrétné se jednalo o IL-3,
IL-4, 1L-6, IL-13, IL-1RA, TNF-0, M-CSF, GM-CSF, MCP-1, 1-309, MIP-1a, IFN-y,
MIP-2, RANTES a slaby nartst byl pozorovan i u TARC a IL-2. VétSina z nich byla také
ovlivnéna slinami. Statisticky vyznamného snizeni produkce vlivem klistécich slin doslo
v ptipad¢ IL-3, IL-4, IL-6, IL-13, IL-1RA, TNF-0, GM-CSF, MCP-1, 1-309, MIP-1a,
IFN-y, MIP-2 a RANTES. Naopak ke zvyseni doslo v ptipadé¢ MIP-1B a TARC a i tento
rozdil byl v obou ptipadech statisticky signifikantni.

Nest lono lono+sliny
: : HE . :
v

H .
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: :
: .
4 .

»

. 4 ¢

Obrazek 8: Vliv klistécich slin na produkci cytokinii a chemokinii primarnimi

zirnymi buitkami; cytokinova array.
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Obrazek 9: Vliv Kklistécich slin na produkci cytokinii a chemokinii primarnimi

zirnymi bunkami, ¢ast 1 (* P<0,05, ** P <0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001).
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Obrazek 10: Vliv klistécich slin na produkci cytokinii a chemokini primarnimi

Zirnymi buiikami, ¢ast 2 (* P<0,05, ** P <0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001).

Pro ovéteni vysledkil z proteomové array se provadélo testovani pomoci Elisa testu.

Vsechny experimenty, kde byla sledovana koncentrace cytokini a chemokinii pomoci

Elisa testu, byly provedeny nejméné dvakrat.

Sledovaly se hladiny IL-3, IL-4, IFN-y, TNF-a, MIP-2 a MCP-1. Na obrazku 11 jsou

zobrazeny grafy, znazornujici produkci dvou cytokint ucastnicich se Th2 odpovédi,

IL-3 a 4. Produkce IL-4 primarnimi zirnymi bunkami je po stimulaci ionomycinem

vyrazné zvysend a po preinkubaci bunék s kliStécimi slinami dochézi k signifikantnimu

poklesu (P <0,01), a to 0 27 %. Produkce IL-3 po stimulaci BMMC také vyrazné roste.

Po jejich preinkubaci se slinami doslo k signifikantnimu poklesu produkce IL-3 0 29 %.
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Obrazek 11: Vliv klistécich slin na produkci IL-3 a IL-4 primarnimi zirnymi bunikami
(** P <0,01).

Déle byla sledovana produkce prozanétlivych cytokini TNF-a a IFN-y. Testovani
produkce TNF-a prineslo podobné vysledky jako u ptedchozich dvou interleukind
(obrazek 12). Po stimulaci BMMC ionomycinem doslo k velmi vyrazné produkci TNF-a,
ktera byla vlivem slin snizena o 40%. Tento rozdil byl signifikantni (P <0,01). V piipadé
IFN-y dochézi po aktivaci BMMC ionomycinem také k vyrazné produkei tohoto cytokinu,

nicméné vliv slin neni pfili§ vyrazny a snizeni tak neni signifikantni (13%).
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Obrazek 12: Vliv klistécich slin na produkci TNF-o a IFN-y primdrnimi Zirnymi
bunkami (** P <0,01).

K dal$imu testovani byly vybrany dva chemokiny, jejichZz produkce byla ionomycinem
i slinami vyrazné ovlivnéna. Produkce MIP-2 primarnimi zirnymi bunkami byla vyrazné
zvySena po stimulaci bunék a doslo také k velmi silnému poklesu vlivem klistécich slin
(obrazek 13). Produkce tohoto chemokinu byla potla¢ena na troven kontroly a tento rozdil

byl statisticky signifikantni (P<0,01). V ptipadé MCP-1 naopak nedos$lo vlivem slin
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k ovlivnéni produkce a nepodafilo se tak potvrdit inhibi¢ni vliv slin na tento chemokin,

ktery naznacovala data z proteomové array.
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Obrazek 13: Vliv klistécich slin na produkci MIP-2 a MCP-1 primarnimi zirnymi
bunkami (** P <0,01).

5.2 Ovlivnéni signalnich molekul v Zirnych buiikach

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, jaké signalni molekuly jsou v zirnych bunkach
po jejich stimulaci aktivovany a ovlivnény kliStécimi slinami. Pro $ir$i pohled do aktivity
signalnich molekul v primarnich zirnych bunkach byla v prvni fadé provedena signalni
array, ktera zaroven detekuje 15 intracelularnich signalnich molekul. Array byla provadéna

na vzorcich z primarnich Zirnych bunék. Postup experimentu je uveden v kapitole 3.2.5.

Graf na obrazku 14 znazorfuje aktivaci signalnich molekul v intervalu 5, 30 a
60 minut od stimulace BMMC ionomycinem. Kazda signalni molekula vykazuje jinou
kinetiku. U né€kterych byla zaznamenana nejvyssi aktivita po 30 minutach, nicméné u péti
molekul doSlo k nejvyrazngj$i aktivaci jiz po 5 minutach. Z tohoto divodu byl
ke sledovani vlivu klistécich slin zvolen pétiminutovy interval, kde se predpokladala
vyrazna aktivace ERK1/2 MAP kinazy, p38 MAP kinazy, pro-apoprotického proteinu Bad
a kindz AMPKa a GSK-3p. Graf na obrazku 15 zndzorniuje aktivitu signalnich molekul
v intervalu 5 minut od stimulace BMMC ionomycinem, kde muzeme vidét, ze po stimulaci
doslo k signifikantnimu nardstu aktivity zminénych signalnich molekul (snimek z arraye je
na obrazku 16). Dale je patrné, Ze klistéci sliny snizuji aktivitu téchto molekul a to o 30 %

v piipadé ERK1/2, 0 57 % v ptipad¢ p38, o 43 % v piipad€ Bad, o 35 % v ptipadé¢ AMPKa
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a 049 % v pripadé GSK-3p. Nekteré z téchto kindz byly vybrany k dalSimu testovani vlivu

klistécich slin na jejich aktivitu. Déle byla vybrana Akt (Ser473) pro zjisténi vlivu slin

v delSim intervalu a také byl piidan nuklearni faktor NF-kB, ktery v array neni zahrnut.

Tyto vybrané signalni molekuly se testovaly pomoci Western blottingu. K tomuto taéelu

byly pouzivany jak primarni zirné bunky, tak bunécna linie MC/9. Nejprve bylo nutné

postup prizptisobit tak, aby bylo mozné detekovat aktivaci signalnich molekul po stimulaci

bunék. Testovala jsem ruzné koncentrace bunék, rizné Casové intervaly, ECL substraty a

v n¢kterych ptipadech i fedéni protilatek. Koneény postup je uveden v kapitole 3.2.5
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Obrazek 14: Relativni aktivita intracelularnich signalnich molekul v BMMC

v intervalech 5, 30 a 60 minut od stimulace ionomycinem.
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Obrazek 15: Vliv klistécich slin na intracelularni signalni molekuly v BMMC 5 minut
po stimulaci ionomycinem (* P<0,05, ** P <0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001).
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Obrazek 16: Vliv klistécich slin na intracelularni signalni molekuly v BMMC 5 minut

po stimulaci ionomycinem; signalni array.
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Nejprve se pomoci metody Western blottingu testovala aktivita ERK1/2 MAP kinazy,
kde se ovSem inhibi¢ni vliv slin, ktery naznaCovala data ze signdlni array, potvrdit
nepodafilo, a to ani v primarnich Zirnych bunkach (obrazek 18), ani v linii MC/9
(obrazek 17). Z obou grafu je zfejmé, ze po stimulaci obou typu MC dochazi k aktivaci
této kinazy. Nicméné jak se zda, v MC/9 tuto kinazu klistéci sliny po 10 ani 30 minutach
od stimulace bun¢k nijak neovliviiuji. Naproti tomu po 60 minutdch doslo k nardstu jeji
aktivity o 60 % oproti kontrole. V BMMC byl pribéh podobny. Po 10 minutach nedoslo
k Zadnému ovlivnéni slinami, po 30 minutach se aktivita kindzy zvysila 0 35 % oproti
kontrole. Oba grafy vyjadiuji pomér fosforylované formy ERK1/2 vici totalnimu ERK1/2
proteinu, tedy relativni aktivitu ERK1/2.
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Obrazek 17: Vliv klistécich slin na aktivitu ERK1/2 MAP kinazy v MC/9.
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Obrazek 18: Vliv klistécich slin na aktivitu ERK1/2 MAP kinazy v BMMC.

Dalsi signalni molekula, ktera byla podle dat ze signalni array silné aktivovana
ionomycinem a téz signifikantné potlacena v pfitomnosti klistécich slin, je p38 MAP
kindza. Jeji aktivace po stimulaci ionomycinem a také ovlivnéni kliStécimi slinami bylo

sledovano opét v BMMC a v MC/9 pomoci Western blottingu.

V bunécné linii MC/9 byla zjist€éna vyraznd aktivace p38 po stimulaci bunék
ionomycinem. Na obrazku 19B miZeme pozorovat pribéh kinetiky. K nejvyrazngjsi
aktivaci doslo v intervalu 10 minut od stimulace MC/9. V intervalu 30 a 60 minut
od stimulace se hladina aktivnich molekul p38 postupné snizovala. Klistéci sliny pak
aktivitu této kinazy vyrazné ovliviiovaly. Inhibi¢ni Ginek byl v intervalu 10 minut
od stimulace bunék 72 %, v intervalu 30 minut od stimulace doslo k potlaceni aktivity p38
vlivem slin 0 67 % a v intervalu 60 minut dokonce o 78 %. V BMMC byla detekovana
pomérné vysoka bazalni hladina aktivované p38, vliv ionomycinu zde byl jen nepatrny.
Klistéci sliny vSak 1 zde potlacovaly aktivitu drahy p38. Mira aktivace p38 v buikach
preinkubovanych se slinami byla niz§i, nez ve vzorcich nestimulovanych bunék
(obrazek 20B). Na obou grafech je vynesen pomér fosforylované formy p38 vuci B-actinu,

tedy relativni aktivita p38.
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Obrazek 19: Vliv klistécich slin na aktivitu p38 MAP kinazy v MC/9.
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Z dat, ktera byla ziskdna ze signalni array, muzeme fici, ze mira aktivace Akt
(Serd73), na rozdil od vySe zminénych kinaz, dosahuje nejvyssiho bodu v intervalu
30 minut od stimulace bunék (obrazek 14). V pétiminutovém intervalu nedoslo k ovlivnéni
aktivity Akt ani ionomycinem, ani slinami (obrazek 15). Podobné vysledky piineslo
1 testovani pomoci Western blottingu. Na obrazcich 21B a 22B muzeme vidét, ze v BMMC
I v MC/9 je zachovan podobny trend, kdy byla detekovana relativné vysoka bazalni hladina
aktivované Akt (Ser473) a ionomycin vykazoval vyrazngj$i stimulujici ucinek
az pti 30 minutové inkubaci s bunkami. V intervalu 10 minut od stimulace byla
pozorovana vlivem kliStécich slin zvySena aktivita Akt a to jak v MC/9 tak v BMMC.
Nicméné v intervalu 30 minut od stimulace ionomycinem byl v obou typech bunék
zaznamenan vyrazny inhibiéni vliv slin na tuto kindzu. Mira aktivace byla dokonce
vyrazné nizs§i nez v kontrolnich vzorcich. Obrazek 21B znazoriiuje pomér fosforylované

formy Akt vici totalnimu proteinu AKT1 a obrazek 22B pomér p-Akt vuci f-actinu.
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Obrazek 21: Vliv klistécich slin na aktivitu Akt kinazy v MC/9.
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Obrazek 22: Vliv klistécich slin na aktivitu Akt kinazy v BMMC.

Posledni vybranou signalni molekulou je nuklearni faktor NF-kB (p65). Vysledky
z WB jsou zobrazeny na obrazcich 23 a 24. | zde byla zaznamenana vysoka bazalni hladina
fosforylovaného NF-kB v obou typech bunék a vliv ionomycinu v desetiminutovém
intervalu byl nevyrazny. Tticet minut po stimulaci bunék doslo k lehkému nardstu aktivity
NF-kB v MC/9, v BMMC byl efekt ionomycinu vyraznéjsi. U obou typu je také zietelny
inhibi¢ni vliv klistécich slin na tuto signalni molekulu a to ve vSech intervalech. Na grafu
23B je vynesen pomér fosforylované formy NF-kB vuci B-actinu. Na grafu 24B je vynesen

pomeér p-NF-xB viici totalnimu proteinu NF-«B.
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Obriazek 23: Vliv klistécich slin na aktivitu NF-xB v MC/9.
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Obriazek 24: Vliv klistécich slin na aktivitu NF-xB v BMMC.

Vsechny experimenty, kde byla sledovana aktivita signalnich molekul pomoci metody

Western blotting, byly provedeny nejméné¢ dvakrat.
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6 Diskuze

KIisté je, stejné jako ostatni parazité, nuceno branit se imunitni reakci, se kterou se
setkava ve chvili, kdy vsune sviij hypostom do kiize hostitele. Behem svého vyvoje si proto
vyvinulo mnoho mechanismi, kterymi je schopné se vypotadat s ataky, které na n¢ho
hostitel chystd. Velmi dulezitou roli zde hraji klistéci sliny. Ty pronikaji do kiize, kde
ovliviiuji mnohé buiiky a snaZi se piekonat obranu hostitele. Zirné buiiky, na které se tato
prace zaméiuje, osidluji kiizi a sliznice a jsou tak mezi prvnimi buiikami, které ptijdou
s klistécimi slinami do styku. MC maji Siroké spektrum Uc¢inkt, které zprostfedkovavaji
zejména pomoci mediatord. Neni proto piekvapivé, ze molekuly, které jsou obsazeny
v klistécich slinach, ovliviiuji pravé schopnost zirnych bunék produkovat riizné bioaktivni
latky. Za kontrolou produkce mediatorti a cytokinti ovSem stoji spletité bunécné signalni
drahy. Signalni molekuly, které jsou do nich zapojeny, jsou proto vtomto kontextu
potencionalnimi cili pravé pro klistata, resp. pro latky v jejich slinach, které s nimi
interaguji a ovliviiyji je. Cilem této prace bylo zjistit, zda dochazi k ovlivnéni produkce
vybranych cytokini kliStécimi slinami, jaké signalni molekuly jsou v MC aktivovany
ionomycinem a jaké naopak inhibovany slinami a v neposledni fadé¢ navrhnout
potencionalni mechanismus, kterym klistéci sliny ovliviiuji produkci cytokind pravé

s ohledem na testované signalni drahy.

6.1 Ovlivnéni produkce cytokinii a chemokini primarnimi Zirnymi buiikami

Prvni ¢ast diplomové prace je zaméfena na sledovani hladin cytokin a chemokind,
které produkuji Zirné buiiky s ohledem na ovlivnéni produkce kliStécimi slinami. Primarni
zirné bunky, derivované z kostni dfené mysi, jsou vhodnym in vitro modelem pro studium

zakladnich vlastnosti MC.

Produkce cytokind primarnimi Zirnymi bunkami zaznamenand Vv této praci
korespondovala s predchozimi studiemi, které se jiz touto problematikou zabyvaly (Galli et
al. 1991; Burd et al. 1995; Harvima et al. 1994). Primarni zirné bunky po aktivaci
produkovaly IL-3, IL-4, IL-6, IL-13, IL-1RA, TNF-0, M-CSF, GM-CSF, MCP-1, 1-309,
MIP-1a, IFN-y, MIP-2, RANTES a slaby nartst byl pozorovan i u TARC a IL-2. VétSina
zZ téchto cytokind a chemokinl byla také ovlivnéna klistécimi slinami. K signifikantnimu

potlaceni produkce doslo v ptipadé IL-3, IL-4, IL-6, IL-13, TNF-a a IFN-y a ve dvou
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ptipadech doslo také k up-regulaci (TARC a MIP-1p). Pfi dodate¢ném testovani pomoci
ELISA testu bylo dosazeno stejnych vysledk v ptipadé¢ IL-3, IL-4, a TNF-a. Vlivem
klistécich slin na produkci cytokinii zirnymi bunikami jsme se jiz v nasi laboratofi zabyvali
drive. Koudelkova a Langhansova zjistily, ze BMMC vykazuji snizenou produkci TNF-a a
IL-4 v pfitomnosti klistécich slin (Koudelkova 2012; Langhansova et al. 2012). TNF-a je
prozanétlivy cytokin a klicovy reguldtor zanétlivé reakce (Bradley 2008), zatimco IL-4
indukuje proliferaci a diferenciaci T bun¢k na Thy. Ty maji zasadni vliv na zrani B bun¢k,
¢imz vyrazné ovliviuji produkci protilatek (Choi & Reiser 1998). Potlac¢eni produkce
téchto cytokinli mize tedy vést k naruseni vzniku zénétu v misté sani a také ke snizeni
schopnosti hostitele tvofit protilatky. Vliv klistécich slin na produkci IL-3 Zirnymi
buitkami doposud zkoumén nebyl. IL-3 (dfive znamy jako multi-CSF) pfispiva k lokalni
zanétlivé reakci, mé vyrazny vliv na krvetvorbu a ptedstavuje dulezity riistovy faktor
pro zirné buiky, které v jeho neptitomnosti hynou (Frendl 1992). Vysledky, uvedené v této
praci tak koresponduji s modelem, kdy zamérem klistéte je potlac¢it imunitni reakci

hostitele.

Inhibi¢ni Gc¢inek slin na produkci IFN-y BMMC, ktery naznacovala data z analyzy
supernatantli pomoci cytokinové array, se potvrdit nepodatilo. Ve studii (Kopecky et al.
1999) bylo zjisténo, Ze extrakt ze slin klistéte Ixodes ricinus inhibuje produkci IFN-y
v mysich splenocytech. Tento efekt byl pravdépodobné zprostiedkovan up-regulaci 1L-10,
coz byl také vysledek ptsobeni klistécich slin. Z naSich vysledkl je patrné, ze k up-
regulaci IL-10 v BMMC nedoslo. Domnivam se, ze ztohoto duvodu pravdépodobné

nedoslo ani k vyraznému potlaceni produkce IFN-y.

Pii sledovani vlivu kliStécich slin jsme se zamé&fili také na dva chemokiny. Testovani
makrofagového zanétlivého proteinu MIP-2 ukazalo, ze v ptipadé preinkubace BMMC
s klistécimi slinami dochazi k potlaceni jeho produkce. Slepickova také testovala vliv SGE
(extrakt ze slinnych 7l14z) na produkci tohoto chemokinu. Jako model pro své pokusy
zvolila mys$i makrofdgy a i zde zaznamenala inhibi¢ni vliv SGE na MIP-2 (Slepi¢kova
2007). Tento chemokin je velmi dilezity pro chemotaxi polymorfonuklearnich leukocytl a
indukuje lokalni zanétlivou reakci (Wolpe et al. 1989). Inhibice zminéného ucinku je opét
v souladu s modelem, kdy se klisté snazi predejit mechanizmim, které mohou jakkoli

naru$it sani.
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MCP-1 neboli monocytarni chemotakticky protein, nabird a aktivuje lymfocyty,
makrofagy, pamét'ové T buiiky a bazofilni buiiky do mista potieby (Castellani et al. 2009).
Vysledky sledovani produkce tohoto chemokinu v této praci ptivodné naznalovaly, Ze
v BMMC dochézi vlivem slin ke snizeni jeho produkce. Nicméné tento Ucinek se pii
dal$im testovani (ELISA) nepodafilo potvrdit a zda se, ze sliny MCP-1 nijak vyrazné
neovliviuji. Existuji studie, kdy bylo zaznamenano snizeni produkce MCP-1 vlivem slin,
ale téz zvySeni. Zda se, ze na tuto skuteCnost mize mit vliv faze sani, ve které se klisté
momentalné naléza. Hajnicka studovala vliv slin tfi druht klist'at na koncentraci cytokinti a
chemokinl. Zjistila, ze mezi druhy i cytokiny je pomérné¢ velka variabilita, nicméné
hladiny vétSiny vybranych molekul byly slinami potlaceny (Hajnicka et al. 2005). Pii
testovani vlivu slin klistéte Ixodes ricinus na MCP-1 bylo zji$téno, ze u sami¢ek nedochazi
K vyraznému ovlivnéni koncentrace tohoto chemokinu v pfitomnosti slin, coz
koresponduje i s vysledky, které se podafilo ziskat v mych experimentech. Tento efekt
muze byt pravdépodobné zpiisoben tim, Ze anti-cytokinové molekuly obsazené ve slinach
se vazi pfimo na dané cytokiny a chemokiny, ¢imz brani specifickym protildtkdm
v pristupu k epitopim. To v kone¢ném dusledku miize vést ke snizeni detekovatelné

hladiny cytokinti stanovované pomoci ELISA testt.

6.2 Ovlivnéni signalnich molekul v Zirnych buiikach

Tato prace se dale zabyva problematikou signalnich drah prostfednictvim sledovéani
aktivity konkrétnich signalnich molekul. Intracelularni signalizace je velmi komplexni
proces, do kterého je zapojena Siroka Skala molekul, kdy kazda molekula sleduje svou
vlastni kinetiku, nékteré molekuly maji rychly nastup, jiné jsou aktivovany pozvolnéji.
V prvni fadé proto byla provedena signalni array, aby bylo mozné zjistit, jaké signalni
molekuly jsou v MC aktivovany a v jakych Casovych intervalech a tato data byla poté

ovetovana pomoci Western blottingu.

Kromé primérnich Zirnych bunék byla k analyze signdlnich drah vyuzivana i buné¢na
linie MC/9. Diivodem bylo, kromé& obohaceni prace o vysledky ziskané vyuzitim jiného
systému 1 problémy s derivaci primarnich zirnych bunék. V prabehu piipravy diplomové
prace jsme byly nuceny zménit dodavatele cytokint potiebnych na derivaci Zirnych bunék.
PrestoZze byly zakoupeny nové rekombinantni formy téchto cytokinl, nepodatilo se ani

po mnoha opakovanych derivacich opét navodit kyzeny rist Zirnych bun€k a nebylo mozné
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s nimi dale pracovat. Domnivame se, Ze za timto neuspéchem stoji pravdépodobné Spatna

jakost dodanych rustovych faktort.

Prvni kinazou, kterou jsme se zabyvali, byla ERK1/2 MAP kinaza. Tato kinaza byla
V primarnich zirnych bunkach i v bunécné linit MC/9 Vv pfitomnosti ionomycinu pomérné
silné aktivovana. Kdyz se podivame na vliv klistécich slin, neni zde pfili§ patrny jejich
ucinek na tuto kindzu, ackoliv signalni array naznacovala inhibi¢ni vliv slin, ktery vSak
nebyl signifikantni. Jiz diive byl pozorovéan inhibi¢ni vliv slin na tuto signalni drahu
(Oliveira et al. 2010; Lieskovska & Kopecky 2012). Zminéné studie vSak byly provadény
na dendritickych bunkach, narazime zde tedy na odlisny typ bunék, kde mize dochazet
K riznym regulacim intracelularnich molekul. Nicméné u obou typt Zirnych bunék jsem
Vv pozd¢jsich intervalech zaznamenala naopak up-regulacni u¢inek. ERK kindza se tGcastni
tzv. Ras/Raf/Erk signalni kaskady, kterd ma zésadni vliv prakticky ve vSech funkcich
buiiky a je proto nutné, aby byla velmi pfisné regulovana. V zavislosti na typu bunky a
stimulu mize ERK zprostfedkovavat rGzné antiproliferativni funkce, jako naptiklad
apoptozu (Cagnol & Chambard 2010). Z tohoto divodu by nemuselo vlivem slin dojit
K inhibici této kinazy, ale naopak by pro klisté mohlo byt pfinosné tuto drahu up-regulovat

za ucelem zplsobeni smrti zirnych bunék.

Signalni array naznacovala velmi vyraznou aktivaci p38 v BMMC a také vyrazny
inhibi¢ni vliv klistécich slin na tuto signalni dréhu. Vysledky z WB jsou velmi podobné,
aktivita p38 byla slinami potlacena v obou zvolenych intervalech. V bunécné linii MC/9
byl vyvoj podobny a inhibi¢ni vliv slin byl ve vSech intervalech velmi vyrazny. Podobné
jako ERKI1/2 je 1 p38 zapojena do regulace mnohych bunécnych procesii. V Zirnych
burikach fidi zejména produkci prozanétlivych cytokint (IL-6, TNF-a) (Hochdorfer et al.
2013). Jak jsem jiz zminovala, produkce téchto dvou cytokinii byla slinami signifikantné
potlatena. Domnivdm se proto, Ze je zde korelace mezi inhibici této signalni drahy a
potlacenim produkce cytokinti, a ze klist¢ cili pravé na tuto kindzu ve snaze potlacit
produkci prozanétlivych cytokint, které by naruSovaly proces sani. Inhibi¢ni ucinek

klistécich slin na tuto kinazu byl také pozorovan jiz diive (Oliveira et al. 2010).

Aktivita kinazy Akt méfena fosforylaci na Ser473 je vBMMC a stejné tak v MC/9
v ptipadé preinkubace sklistécimi slinami v pozd€j$im intervalu od aktivace (30 a
60 minut) vyrazné snizena. Existuji studie, kde byl potlacujici vliv slin na Akt také

zaznamenan (Lieskovska & Kopecky 2012; Poole et al. 2009, 2013). Vyznamnym cilem
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pro Akt je kindza GSK-3, ktera ve fosforylované form¢ umoziiuje syntézu glykogenu a tim
podporuje rust buiiky (Cross et al. 1995). Mimoto je také pozitivnim regulatorem zanétu
(Martin et al. 2005). GSK-3 byla podle dat z arraye v BMMC silné aktivovana a klistéci
sliny na ni mély signifikantni inhibi¢ni ucinek. Potlaceni jeji fosforylace vede k obnoveni
inhibicniho U¢inku GSK-3 a nasledné ke smrti bunék. Lze tedy predpokladat, ze
prostfednictvim inhibice Akt respektive GSK-3 pravdépodobné muze dochazet k potlaceni
rozvoje zanétu a téz k bunécné smrti. Tomu nasvédCuje 1 skuteCnost, ze Akt potlacuje
umirani bunék také prostiednictvim inhibice pro-apoptotického proteinu Bad (Datta et al.
1997, 2002). Tento protein v de-fosforylované formé¢ vykazuje pro-apoptotické ucinky.
V piipad¢ potlaceni aktivace signalni drahy Akt, ktera Bad fosforyluje, mize dojit
K vymizeni jejiho vlivu na Bad a nasledné opét ke smrti bunék, v dusledku puisobeni tohoto
pro-apoptotického proteinu. Fosforylace proteinu Bad byla v BMMC vlivem klistécich slin
také slabé inhibovana, avsak tento vliv nebyl signifikantni a nebyl dale testovan. Je proto
jest¢ potfeba potvrdit tyto hypotézy dodate¢nymi experimenty zaméfenymi

na apoptozu MC.

Nuklearni faktor NF-kB (p65) byl posledni sledovanou molekulou. Tato molekula
neni zahrnuta v signalni array, piedpokladali jsme vSak, ze klistéci sliny budou aktivitu
této molekuly také potlacovat, jelikoz potlacujici ucinek slin na drahu NF-xB byl v nasi
laboratofi jiz pozorovan (Lieskovska et al. 2015). Je znamo, Ze tento faktor je dulezity
pro regulaci a fizeni rozvoje zanétu, prostiednictvim stimulace ¢i inhibice rtznych
transkrip¢nich faktor. Spolu s p38 se podili na fizeni produkce cytokinli, zejména IL-6 a
TNF-a (Shimura et al. 2012; Zuckerman et al. 1991). Jedna se o velmi dulezité cytokiny,
které napomahaji spravnému rozvoji imunitni odpovédi. Jiz vySe jsem zminovala, Ze
v BMMC bylo zaznamenano signifikantni potlaeni obou cytokinl kliStécimi slinami a
nastinila jsem zde korelaci mezi timto uc¢inkem a potlacenim drdhy p38. Pfi testovani
aktivity NF-xB pomoci WB byl zaznamenan inhibi¢ni u¢inek slin na aktivitu této
molekuly. Predpokladam proto, Zze produkce zminénych cytokinl, a pravdépodobné
I n¢kterych dalSich, je v zirnych bunikach potlacena pravé prostiednictvim inhibi¢niho

ucinku na signalni drahy p38 MAP kindzy a NF-kB.

Ziskané vysledky nam tak poskytuji jisty nahled do komplexnosti a fizeni téchto drah

a také do jejich ovlivnéni kliStétem pii napadeni hostitele.
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7

Zavér

Klistéci sliny vykazuji inhibi¢ni efekt na produkci IL-3, IL-4, TNF-o a MIP-2
primarnimi zirnymi buiikami.

V primérnich zirnych bunikdch i v bunééné linii MC/9 dochéazi vlivem ionomycinu
k aktivaci ERK 1/2 MAP kinazy, p38 MAP kinazy a Akt. V primarni kultufe Zirnych
bunék byla navic detekovana zvySena aktivita NF-kB.

Klistéci sliny vykazuji inhibi¢ni ucinek na signalni drahu p38 MAP kindzy a
NF-xB jak Vv primarnich zirnych bunkach, tak v bunééné linii MC/9. Disledkem
inhibice téchto signalnich drah muize byt ovlivnéna produkce nékterych cytokini

v pritomnosti klistécich slin. Vyrazné byla slinami potlacena i fosforylace Akt kinazy.
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8 Seznam zkratek

AMPK - adenosine monophosphate-activated protein kinase
AP — activator protein

ATF — activating transcription factor

Bad — Bcl-2-associated death promoter

Bcl-2 — B-cell lymphoma 2

BIMg_ — Bcl-2-interacting mediator of cell death extra long
BLC — B-lymphocyte chemoattractant

BMMC — bone marrow mast cells, zirné buiiky izolované z kostni diené
BOFES — bovinni fetalni sérum

C5 — komplementova komponenta

CD — cluster of differentiation

CREB — cAMP response element-binding protein

CSF — kolonie stimulujici faktor

DC — dendritic cell, dendriticka burika

EGF — epidermal growth factor, epidermalni ristovy faktor
ELAM — endothelial leukocyte adhesion molecule

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

Elk — ETS domain-containing protein

Eotaxin — eosinophil chemotactic protein

ERK — extracellular signal-regulated kinases

ETS — E26 transformation-specific

FcR — Fc receptor

GSK-3 — glycogen synthase kinase-3

HSP27 — heat shock protein 27

ICAM — intercellular adhesion molecule

IFN — interferon

IL — interleukin

IL-1ra — antagonista IL-1 receptoru

IMDM - Iscove's modified Dulbecco's medium

I-TAC — interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant
IxB — inhibitor kB

JNK — c¢-Jun N-terminal kinase
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KC — keratinocyte chemoattractant

LPS — lipopolysacharid

LTB4 — leukotrien B4

MAdJCAM — mucosal vascular addressin cell adhesion molecule

MAP — mitogen-activated protein kinase, mitogenem aktivovana proteinkinaza
MC — mast cell, zirna bunka

MCP — monocyte chemoattractant protein, monocytarni chemotakticky protein
MEK — mitogen-activated protein Kinase kinase

MHC — major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex
MIG — monokine induced by interferon-gamma

MIP — macrophage inflammatory protein, makrofagovy zanétlivy protein
mTOR — mechanistic target of rapamycin

NF-AT — nuclear factor of activated T-cells

NF-xB — nuklearni faktor kappa B

NK — natural killers, pfirozeny zabije¢

PARP — poly ADP ribose polymerase

PGE2 — prostaglandin E2

PH — pleckstrin homologni

PI3K — phosphatidylinositide 3-kinase

PRAS40 — proline-rich Akt substrate of 40 kDa

RANTES - regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
Sap-1 — switch-activating protein

SAPK - stress-activated protein kinase

SCF — stem cell factor, faktor kmenovych bunék

SCFR — stem cell factor receptor, receptor pro faktor kmenovych bunck
SDF-1 — stromal cell-derived factor 1

STAT —signal transducer and activator of transcription

TARC — thymus and activation regulated chemokine

TCF — ternary complex factor

TIMP — tissue inhibitor of metalloproteinases

TLR — Toll-like receptor

TNF — tumor necrosis factor

TREM - triggering receptor expressed on myeloid cells

VCAM — vascular cell adhesion molecule
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