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1 Úvod 

Ţírné buňky vznikají při hematopoéze, coţ je proces maturace a diferenciace 

kmenových buněk kostní dřeně na buňky jednotlivých krevních řad. Běţně ţírné buňky 

najdeme ve tkáních či sliznicích, kde přetrvávají. Toto umístění se zdá být velice důleţité 

pro jejich správnou funkci. Ţírné buňky zde totiţ „čekají“ na setkání s antigenem, aby  

tak mohly rychle reagovat. Tyto buňky hrají zásadní roli při astmatu, alergiích či 

anafylaktických reakcích, kdy dochází k jejich nadměrné aktivaci a následnému vyplavení 

biologicky aktivních látek z jejich granul. 

V posledních letech se ukázalo, ţe ţírné buňky nezpůsobují jen výše zmíněné stavy, 

ale hrají důleţitou roli také při modulaci jak vrozené, tak získané imunity. Jsou schopné 

ovlivňovat imunitní reakci pozitivně i negativně. Právě toho vyuţívá i klíště, které 

prostřednictvím slin, jeţ vypouští do rány, ovlivňuje imunitní buňky a brání jim  

v uskutečňování svých funkcí. Ţírné buňky, které jsou mezi prvními buňkami, jeţ přijdou 

se slinami do styku, jsou tak vhodným potenciálním cílem. Klíště se snaţí modulovat 

imunitní reakci tak, aby mohlo dokončit sání a úspěšně pokračovat ve vývoji. Proniknutí 

do mechanizmu buněčných signalizací, které jsou klíčové v řízení pochodů v ţírných 

buňkách, se proto zdá být nezbytné k pochopení těchto imunomodulačních jevů. 

Nahlédnutí do této problematiky by nám mohlo pomoci k pochopení strategií, které klíště 

vyuţívá a následně také v obraně proti nim. 
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2 Literární přehled 

2.1 Ţírné buňky 

Ţírné buňky byly identifikovány roku 1863 doktorem von Recklinghausenem jako 

granulární buňky v mesenteriu ţab (Bloom 1984). Později Paul Ehrlich popsal anilin-

pozitivní buňky v pojivových tkáních. Zjistil, ţe granula těchto buněk obsahují jisté látky, 

které reagují s anilinovým barvivem. Pojmenoval je „mastzellen“, neboli mastocyty, 

jelikoţ se domníval, ţe díky svým granulím mají nutriční funkci (Ehrlich 1877). Pozdější 

významné objevy histaminu, leukotrienů a IgE protilátek poskytly počáteční pohled na roli 

ţírných buněk v alergických reakcích. 

 

2.1.1 Vývoj a klasifikace 

Lidské ţírné buňky vznikají z CD34
+
/CD117

+
/CD13

+ 
multipotentních 

hematopoetických progenitorových buněk v kostní dřeni (Kirshenbaum et al. 1991, 1992, 

1999), krví migrují do tkání a v cirkulaci obvykle nejsou přítomny ve zralém stavu. 

K diferenciaci a maturaci dochází aţ lokálně po nacestování prekurzorů  

do vaskularizovaných tkání a to pod vlivem mikroprostředí (Ehrlich 1878; Kitamura 1989). 

Obrázek 1 znázorňuje současný model vývoje ţírných buněk. 

Hlavní fenotypová klasifikace je na slizniční ţírné buňky (MMCs) a ţírné buňky 

pojivových tkání (CT-MCs) (Aldenborg & Enerbäck 1985,  Enerbäck & Lundin 1974). 

MMCs se mohou diferencovat do CT-MCs a naopak prostřednictvím vlivu mikroprostředí. 

Fenotyp MCs je tedy určen okolní tkání (Kitamura et al. 1987). Slizniční ţírné buňky  

u potkanů přednostně exprimují myší MC proteázu (MMCP) 1 a 2, zatímco ţírné buňky 

z pojivových tkání exprimují MMCP-4, 5 a 6 a karboxypeptidázu A (Kitamura 1989). 

Lidské ţírné buňky se také vyznačují heterogenitou a klasifikujeme je podle obsahu 

serinových proteáz. Rozlišujeme tak ţírné buňky obsahující jen tryptázu (MCT), jen 

chymázu (MCC) a tryptázu i chymázu (MCTC) (Irani et al. 1986; Weidner & Austen 1993). 
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Obrázek 1: Současný model vývoje a heterogenity ţírných buněk (převzato z Moon et 

al. 2010). 

o Povrchové markery 

Stejně jako všechny krevní buňky i ţírné buňky mají na svém povrchu specifické 

molekuly. Tyto molekuly mohou být vyuţity k identifikaci a typizaci ţírných buněk. Jedná 

se především o vysoce afinitní receptor FcεRI, CD117 (c-kit) neboli SCFR – receptor  

pro stem cell faktor. Na zralých ţírných buňkách lze také najít CD34 molekulu (Drew et al. 

2002) a také receptory pro IgG (FcγR). MC také exprimují MHCI a II molekuly a bylo 

uvedeno, ţe jsou tak schopné zpracovat a prezentovat antigen in vitro (Mekori & Metcalfe 

1999). 

Pravděpodobně nejdůleţitější specifickou povrchovou molekulou ţírných buněk je 

zmíněný vysoce afinitní receptor FcεRI, jelikoţ je rozhodující pro zahájení alergické 

reakce. Jedná se o tetramerický receptor pro Fc oblast imunoglobulinů třídy E (IgE) (Miller 

et al. 1989). Je exprimován na povrchu nejen ţírných buněk, ale i bazofilních granulocytů. 

Velmi známý je také c-kit. Jedná se o tyrozin-kinázový receptor, jehoţ ligandem je faktor 

kmenových buněk (SCF nebo téţ kit ligand). Navázáním SCF na receptor dochází 

k potlačení apoptózy a tím k regulaci přeţívání buněk, jeţ tento receptor exprimují.  SCF  

také udrţuje ţírné buňky ve tkáních (Iemura et al. 1994; Zsebo et al. 1990).  
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2.1.2 Distribuce a růstové faktory 

Ţírné buňky jsou v těle dobře distribuovány a najdeme je v různých tkáních. Převáţně 

se jedná o kůţi nebo sliznici gastrointestinálního či respiračního traktu, kde je rozhraní 

mezi hostitelským a vnějším prostředím a tudíţ je to místo moţného vstupu patogenů či 

kontaktu se škodlivými látkami. Zde následně mastocyty přetrvávají (Ehrlich 1878; 

Kitamura 1989). 

Cévní adhezivní molekuly, jeţ interagují s integriny, mají zásadní význam  

pro distribuci progenitorů ţírných buněk. Například integrin α4β7 interaguje se slizniční 

adhezivní molekulou MAdCAM-1 a vaskulární adhezivní molekulou VCAM-1 a pomáhá 

tak udrţovat cirkulující progenitory MC (MCp) v tenkém střevě. Bylo pozorováno, ţe 

myši, které měly deficit VCAM-1 nebo jim byly podány protilátky proti této molekule, 

vykazovaly výrazně niţší koncentrace střevních MCp. Podobných výsledků bylo dosaţeno 

při pouţití protilátek proti MAdCAM-1. Důleţitost VCAM-1 byla testována také  

při zánětu plic. Opět měla zásadní vliv na migraci progenitorů MC, nicméně klíčovým 

integrinem, který interagoval s VCAM-1, byl v tomto případě α4β1 (Abonia et al. 2005, 

2006). Můţeme tedy říci, ţe tyto molekuly hrají velmi důleţitou roli při směrování 

vyplavených progenitorových ţírných buněk do místa potřeby. 

Jak jiţ bylo zmíněno, na vývoj ţírných buněk má vliv mikroprostředí. Nicméně 

existuje i několik specifických molekul, jeţ ovlivňují jejich fenotyp. Po izolaci a 

charakterizaci faktoru kmenových buněk (SCF) v roce 1990 (Zsebo et al. 1990), který je 

produkován převáţně buňkami stromatu, bylo v roce 1992 uvedeno, ţe SCF je hlavní 

růstový faktor pro ţírné buňky odvozené od CD34+ (Kirshenbaum et al. 1992). U myší je 

dalším klíčovým faktorem IL-3 (Lantz et al. 1998). Jsou ale i další molekuly, jeţ podporují 

proliferaci a diferenciaci jak myších tak lidských MC. Jedná se o IL-4, 9 a 10 a zdá se, ţe 

optimální pro růst MC je kombinace interleukinů 3, 4 a 10 produkovaná aktivovanými T 

buňkami (Ishizaka et al. 1993; Thompson-Snipes et al. 1991). NGF neboli nervový růstový 

faktor pak předchází apoptóze ţírných buněk (Horigome et al. 1994). 

 

2.1.3 Funkce 

Klasicky jsou ţírné buňky chápány jako efektorové buňky alergických reakcí 

zprostředkovaných IgE. Podporují při nich zánět a jiné tkáňové změny. Avšak mají různé 
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funkce v mnoha fyziologických a patofyziologických reakcích. Jsou například zapojeny  

do řízení homeostázy (Gurish & Austen 2001), hojení ran (Ng 2010) či remodelace kostí 

(Silberstein et al. 1991). Pro účely této práce jsou však podstatné role, jeţ hrají 

v imunitních reakcích. Jsou zásadními buňkami v hypersenzitivních reakcích typu 1 (von 

Ruedorffer et al. 2003) a kromě jejich významné funkce při IgE reakcích jsou zapojeny  

do různých procesů vrozené a získané imunity. Jejich umístění jim umoţňuje rychle 

detekovat a zahájit reakci proti napadajícím mikrobům. Různé patogeny a jejich produkty 

aktivují MC prostřednictvím jejich receptorů (TLR, FcR, komplementové receptory), coţ 

umoţňuje ţírným buňkám reagovat přímo na tyto stimuly. Kromě likvidace patogenů 

mohou degradovat potenciálně toxické sloţky jedů (Metz et al. 2006). 

V časné reakci uvolní MC předem syntetizované mediátory (histamin, heparin, 

proteázy a chemotaktické faktory), které „nabírají“ efektorové buňky, převáţně neutrofily, 

které pak napomáhají při prvotním odstraňování patogenů. Uvolnění konkrétních 

mediátorů je závislé na síle a typu aktivačního stimulu. Mediátory pak uskutečňují své 

protizánětlivé účinky prostřednictvím interakce s různými cílovými buňkami. 

 

2.1.3.1 Imunomodulace 

Velice důleţitou funkcí ţírných buněk, kromě jejich přímého vlivu na okolní buňky a 

tkáně, je imunomodulace. Jedná se o ovlivňování imunitní odpovědi prostřednictvím 

ostatních imunokompetentních buněk jako jsou NK buňky, dendritické buňky, monocyty, 

T a B buňky, granulocyty, ale také endoteliální a epiteliální buňky (Galli et al. 2008). Tyto 

imunomodulační a imunoregulační funkce zprostředkovávají MC přes prakticky všechny 

mediátory, jeţ jsou schopné syntetizovat. 

o Negativní imunomodulace 

Negativní imunomodulační účinky zahrnují protizánětlivé a imunosupresivní účinky 

ţírných buněk. Realizují je zejména díky produkci IL-10. Tento interleukin potlačuje 

například produkci prozánětlivých cytokinů a chemokinů u T-buněk, monocytů a 

keratinocytů a také díky svému působení zlepšuje schopnost dendritických buněk 

redukovat proliferaci T-buněk a jejich produkci cytokinů (shrnuto v Galli et al. 2008). 
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o Pozitivní imunomodulace 

Ţírné buňky podporují migraci, maturaci, diferenciaci a funkci imunitních buněk 

prostřednictvím sekrece faktorů jako jsou TNF-α, chemokiny, histamin, LTB4 a proteázy. 

Mimo jiné také prezentují antigeny T-buňkám prostřednictvím MHC molekul (Fox et al. 

1994; Kambayashi et al. 2008) a podporují produkci IgE B-buňkami (přes IL-4, 5, 6, 13 a 

CD40L). Díky produkci TNF-α a jiných mediátorů, které up-regulují expresi adhezivních 

molekul na vaskulárních buňkách, podporují ţírné buňky také nábor imunitních buněk. 

V neposlední řadě mohou MC podporovat i Th2 odpověď a to prostřednictvím 

prostaglandinu D2, který působí na maturaci dendritických buněk (Galli et al. 2008; Xue et 

al. 2005). 

 

2.1.4 Aktivace 

Aktivace ţírných buněk je pro jejich funkci klíčová. Následuje ji celá řada pochodů 

řízených sloţitými signalizačními drahami vedoucí k degranulaci, tedy uvolnění biologicky 

aktivních látek z granul a také k syntéze dalších látek de novo. 

Ţírné buňky mohou být aktivovány různými podněty. Nejznámějším je aktivace 

prostřednictvím jiţ zmíněného vysoce afinitního FcεRI receptoru, jeţ mají MC na svém 

povrchu (Ishizaka & Ishizaka 1967). Navázání Fc oblasti IgE na tento Fcε receptor samo  

o sobě neprodukuje ţádný zjevný signál. K aktivaci je nutné protilátku na receptoru 

přemostit, coţ znamená navázání multivalentních antigenů na komplex IgE-receptor  

na povrchu buňky. Kromě komplexu antigen-IgE můţe Fcε receptor přemostit i anti-IgE 

protilátka. Teprve pak dojde ke konformačním změnám v receptoru, coţ následně vyvolá 

řadu intracelulárních signálních kaskád (Ishizaka & Ishizaka 1971; Yano et al. 1997; 

Metzger et al. 1986).  

MC mohou být nicméně aktivovány i jinými neimunologickými mechanismy 

nezávislými na FcεRI receptoru. Mezi ně patří například neuropeptidy, sloţky 

komplementu nebo některé léky (Metcalfe et al. 1997). Dalším příkladem je aktivace  

přes CD48 molekulu (Muñoz et al. 2003), nebo pomocí IgG protilátek přes vysoce afinitní 

IgG receptor FcγRI (Tkaczyk et al. 2002) či aktivace přes Toll-like receptory, která ovšem 

nevede k degranulaci MC, ale pouze k produkci cytokinů (Okumura et al. 2003; 

Varadaradjalou et al. 2003). Další moţností je aktivace pomocí Nod-like receptorů či 



7 

 

lektinů typu C (Urb & Sheppard 2012) a aktivaci můţe vyvolat také endothelin (Maurer et 

al. 2004) nebo ionomycin, který budeme pouţívat i v této práci. Ionomycin je ionofor, 

který umoţňuje průchod vápenatých iontů do buňky. To způsobí aktivaci proteinkinázy C, 

coţ v konečném důsledku vede ke stimulaci a aktivaci buněk (Klemm et al. 2006). 

 

2.1.5 Mediátory 

Ţírné buňky mají díky své lokalizaci spojení s krevními cévami, lymfatickými a 

epiteliálními povrchy a hladkými svaly. Není proto překvapivé, ţe jejich mediátory 

ovlivňují průtok, propustnost, sekreci a kontrakci v mnoha místech (Maurer et al. 2003). 

Efekt MC je určen mnoţstvím a typem uvolněných mediátorů, jeţ mají rozdílné účinky a 

biologickou aktivitu. Soubor uvolněných mediátorů závisí na charakteru a rozsahu 

aktivačního stimulu. 

Je třeba odlišit mediátory, které jsou jiţ uloţeny v granulích a mediátory, které jsou 

produkovány de novo po aktivaci. Mezi ty, které jsou v granulích jiţ uloţeny, patří 

biogenní aminy histamin a serotonin, jakoţ i proteoglykany heparin a chondroitinsulfát E, 

hydrolázy, oxidativní enzymy, chemotaktické faktory a také proteinázy jako jsou tryptáza, 

chymáza, dále karboxypeptidáza a katepsin G. Nově produkované lipidové mediátory jsou 

syntetizované z membránových fosfolipidů po aktivaci MC a zahrnují prostaglandin D2, 

leukotrien C4, v menší míře i leukotrien B4 a faktor aktivující destičky (Borish & Joseph 

1992; Harvima et al. 1994). 

MC po aktivaci produkují také řadu cytokinů a chemokinů. Především TNF-α, IL-1, 2, 

3, 4, 5, 6 a také IL-10, 12, 13, 15 a IFN-γ. Většina ze zmíněných cytokinů je zodpovědná 

za mnohé z patologických projevů při alergických reakcích (Galli et al. 1991; Burd et al. 

1995; Harvima et al. 1994).  

 

2.2 Klíště 

Klíšťata jsou obligátní krev sající členovci. Mohou sát na širokém spektru různých 

hostitelů od obojţivelníků, plazů, ptáků aţ po savce včetně člověka. Jsou významnými 

vektory a téţ rezervoáry různých patogenů. Podílí se tak na vzniku onemocnění, jeţ mohou 

vést aţ ke smrti napadeného ţivočicha (Anderson & Magnarelli 2008; Parola & Raoult 
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2001). Kaţdý druh klíštěte upřednostňuje jiné optimální podmínky na ţivotní prostředí a 

biotop. Rozmístění v různých stanovištích následně ovlivňuje výběr hostitele a tím je 

určeno geografické rozloţení a také rizikové oblasti pro onemocnění přenášená klíšťaty. 

Různé druhy klíšťat vykazují různou afinitu k lidem jakoţto hostitelům (Parola & Raoult 

2001).  

Odlišujeme dvě hlavní čeledi klíšťat. Početně velmi významná čeleď Ixodidae neboli 

„tvrdá klíšťata“, která je důleţitá i z lékařského hlediska a čeleď Argasidae, jinak také 

„měkká klíšťata“. Další čeleď, Nuttalliellidae, má jen jednoho zástupce (Anderson & 

Magnarelli 2008). Měkká klíšťata sají rychle a opakovaně a pronikají hluboko do kůţe 

hostitele, takţe způsobují značná poškození (Binnington & Kemp 1980). Naproti tomu 

tvrdá klíšťata sají pouze jednou v kaţdém vývojovém stádiu. Z toho důvodu je také doba 

sání mnohem delší. Pro účely této diplomové práce byla pouţívána klíšťata druhu Ixodes 

ricinus neboli klíště obecné. 

Neţ klíště začne sát, můţe se na hostiteli pohybovat i několik hodin. Poté vsune 

hypostom do kůţe a během toho proniknou do hostitele různé látky vyprodukované 

slinnými ţlázami. Rána se začne plnit krví a utvoří se tzv. „feeding pool“. Během prvních 

24-36 hodin kdy je klíště upevněno na hostiteli, nedochází skoro k ţádnému poţití krve; 

převládající činností je penetrace a upevňování se na hostiteli. Slinné sekrety produkované 

klíšťaty čeledě Ixodidae obsahují takzvaný cement, který pomáhá ukotvit ústní ústrojí  

do kůţe hostitele. Enzymy, vasodilatátory, protizánětlivé, anti-hemostatické a 

imunosupresivní látky, které se nachází ve slinách, pak pomáhají k úspěšnému sání a 

anestetika, která se v nich také nachází, pomáhají učinit kousnutí prakticky bezbolestným. 

Ve slinách se mohou nacházet i toxiny, jeţ mohou způsobit paralýzu hostitele (Parola & 

Raoult 2001; Sonenshine 1991). 

Sání trvá obvykle 2-15 dní s rozdíly podle druhu klíštěte, typu hostitele a také místa 

připevnění klíštěte. Během „krmení“ se střídají fáze sání, slinění a regurgitace.  Kdyţ je 

klíště nasáté, oddělí se od hostitele a najde si místo, kde můţe strávit krev a připravit se 

k dalšímu sání anebo můţe vstoupit do diapauzy, kdy se zpomalí metabolismus a vývoj se 

opoţďuje. Devadesát procent ţivota tak stráví klíště nepřipojeno na hostitele. Doba, kdy 

klíště saje na hostiteli je v podstatě jen krátké mezidobí (Needham & Teel 1991). 

Ţivotní cyklus klíštěte trvá většinou dva aţ tři roky, nicméně podle podmínek 

prostředí můţe trvat od šesti měsíců do šesti let. Sestává ze tří stádií, která zahrnují larvu, 
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nymfu a dospělce, tedy samičku a samečka (obrázek 2). Mezi kaţdým stádiem se klíště 

nasaje vţdy jen jednou. Obecně platí, ţe samečci klíšťat sají jen velmi krátce, anebo vůbec 

(Parola & Raoult 2001). Páření probíhá na hostiteli a po tom, co se samička od hostitele 

odpojí, aby mohla trávit, klade vajíčka. Jejich počet se pohybuje mezi 400-20 000, podle 

druhu klíštěte. Po nakladení vajíček klíště hyne (Sonenshine 1991).  

 

Obrázek 2: Vývojová stádia klíštěte Ixodes ricinus (Zleva samička, sameček, nymfa a 

larva; měřítko 1 cm), (Parola & Raoult 2001). 

Přisáté klíště by mělo být odstraněno co nejdříve a kontakt s klíštětem by se měl 

pokud moţno minimalizovat. Klíště můţe navíc pokračovat ve slinění i po odstranění, 

proto není vhodné na ně sahat holými prsty, aby nedošlo k přenosu infekce přes oděrky 

(Needham 1985).  

Klíšťata mohou způsobovat paralýzu, toxikózu, podráţdění či alergické reakce a jsou 

přenašeči širokého spektra virových, bakteriálních a protozoálních patogenů. Jako vektory 

lidských bakteriálních onemocnění jsou popisována jiţ od počátku dvacátého století. 

Hlavní podíl na tom měl objev etiologického agens Lymské boreliózy, Borrelia 

burgdorferi, v roce 1982 (Burgdorfer et al. 1982; Parola & Raoult 2001). Přenos patogenů 

je zprostředkován pomocí kontaminovaných slinných sekretů, při regurgitaci obsahem 

střev či výkaly. Jsou známy i nepřímé cesty přenosu, například oděrkami kůţe či přes oči 

(Parola & Raoult 2001). 

Dnes jsou klíšťata uváděna po komárech jako druzí nejčastější přenašeči infekcí. 

Onemocnění přenášená klíšťaty jsou nejrozšířenější a v Evropě převaţují mezi všemi 
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lékařsky významnými onemocněními přenášenými vektory (Randolph 2010). Ixodes 

ricinus je v Evropě hlavním vektorem několika patogenů, které způsobují onemocnění 

zvířat i lidí. Jedná se hlavně o Lymskou boreliózu, klíšťovou encefalitidu, ehrlichiózu a 

babeziózu (Mysterud et al. 2015).  

 

2.2.1 Klíštěcí sliny 

Sliny klíšťat sestávají z velké většiny z vody a iontů a obsahují bioaktivní látky, které 

mají zásadní význam a u různých druhů se liší. Pomáhají klíštěti obcházet či narušovat 

imunitní reakce hostitele a umoţňují tak dokončit sání klíštěte. Předpokládá se, ţe kaţdý 

protein ve slinách má víceméně specifickou funkci. V současné době je identifikováno a 

částečně charakterizováno několik desítek různých slinných proteinů klíšťat. Přesto stále 

čeká spousta dalších na svou charakterizaci. 

Běţnou reakcí hostitele na poškození kůţe a přítomnost sajícího klíštěte je tvorba 

„hemostatické zátky“, aktivace koagulační kaskády, vasokonstrikce a zánětlivá reakce 

vedoucí k hojení rány a remodelaci tkáně. Všechny tyto procesy mají za úkol přerušit sání 

klíštěte a způsobit jeho odpadnutí (Bowman et al. 1997). Klíště si však vyvinulo 

mechanismy, kterými se snaţí hemostázu narušit. Mezi antikoagulační látky, které se  

ve slinách nacházejí, patří inhibitory faktoru X nebo trombinu, protoţe v tomto bodě se 

setkávají obě aktivační cesty koagulační kaskády – vnější a vnitřní (Vlasuk 1993; Iwanaga 

et al. 2003). Ve slinách klíštěte Ixodes dammini můţeme najít enzym zvaný apyráza, který 

blokuje agregaci destiček přes hydrolýzu ATP a ADP na AMP a orthofosfát. Zabraňuje 

také agregaci neutrofilů a degranulaci MC (Ribeiro et al. 1985).  

U některých druhů jsou ve zvláště vysoké koncentraci prostaglandiny. Je jich tam 

dokonce mnohem více, neţ v zánětlivém exsudátu savců. Příkladem je prostaglandin E2 

který má anti-hemostatické a vasodilatační účinky, inhibuje agregaci destiček (Bowman et 

al. 1997; Ribeiro et al. 1985), potlačuje produkci IFN-γ a IL-2 a také inhibuje expresi 

receptoru pro IL-2, která je závislá na produkci IL-2 (Betz & Fox 1991; Tilden & Balch 

1982; Krause & Deutsch 1991). PGE2 dále moduluje produkci cytokinů dendritickými 

buňkami a produkci LTB4 neutrofily (Ham et al. 1983; Oliveira et al. 2011). Prostacyklin, 

který ve slinách také najdeme, způsobuje stejně jako PGE2 vazodilataci a blokuje agregaci 

destiček a navíc inhibuje degranulaci MC (Ribeiro et al. 1988). Sliny některých klíšťat 
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vykazují mimo jiné i anti-komplementovou aktivitu. Bylo prokázáno, ţe v jejich 

přítomnosti došlo k narušení alternativní dráhy aktivace komplementu. Tyto účinky jsou 

připisovány proteinu Salp20, jeţ byl izolován ze slin klíštěte Ixodes scapularis (Ribeiro 

1987; Hourcade et al. 2016). V klíštěcích slinách některých druhů byly také objeveny 

proteiny vázající imunoglobulin-G (Wang & Nuttall 1995) a proteiny vázající histamin 

(Paesen et al. 1999). Sliny také podporují infekci patogeny, jeţ členovec přenáší právě díky 

tomu, ţe modulují imunitní reakci hostitele a tím usnadňují patogenům infikovat hostitele 

(Hajnická et al. 1998).  

Vlivem klíštěcích slin byla v několika studiích pozorována u různých buněk sníţená 

produkce TNFα, IFNγ a IL-1, 2, 4, 6 a 10 (Pechová et al. 2004; Preston et al. 2013; 

Ramachandra & Wikel 1992, 1995). Jednalo se o myší dendritické buňky, makrofágy, 

lymfocyty a epidermální buňky. V myších splenocytech byla vlivem slin pozorována silná 

up-regulace tří chemokinů. MCP-1, neboli monocytární chemotaktický protein 1, TCA-3, 

neboli chemotaktické agens odvozené od thymu a MIP-2, makrofágový zánětlivý protein 2 

(Langhansová et al. 2015). Zatímco většina makrofágových a Th1 prozánětlivých cytokinů 

je down-regulována, produkce Th2 cytokinů, které jsou z většiny protizánětlivé, se vlivem 

slin zvyšuje (Schoeler et al. 1999). Mezi další imunomodulační proteiny s protizánětlivou 

funkcí, jeţ si klíště vyvinulo, řadíme tzv. evasiny. Jsou to vysoce selektivní proteiny, jeţ 

váţí chemokiny (Déruaz et al. 2008). 

Sliny klíštěte Rhipicephalus sanguineus vykazují imunomodulační účinky  

na dendritické buňky na úrovni jejich diferenciace, produkce cytokinů a téţ exprese 

kostimulačních molekul. Kromě TNF-α sliny zmíněného klíštěte inhibují IL-12p40 a 

naopak podporují produkci IL-10 dendritickými buňkami (Oliveira et al. 2011). Vlivem 

klíštěcích slin dochází také k ovlivnění T-buněk, NK buněk, neutrofilů a makrofágů 

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

Exprese jednotlivých proteinů obsaţených ve slinách se můţe během sání měnit. 

Poslední dny sání klíště exprimuje ve svých slinách jiné proteiny, neţ první den sání a 

můţe se tak vyhnout imunitní reakci hostitele (Francischetti et al. 2009). Je předmětem 

zkoumání, zda látky, obsaţené ve slinách, nemohou být vyuţity pro své farmakologické 

vlastnosti při léčbě hemostatických poruch, nádorů či autoimunitních poruch. 
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2.2.2 Vliv klíštěcích slin na ţírné buňky 

Ţírné buňky soustředěné pod epiteliálním povrchem kůţe hrají důleţitou roli  

při napadení krev-sajícími členovci včetně klíšťat. Vzhledem k tomu, ţe klíště můţe  

na hostiteli sát i více neţ deset dní, je proto pro klíště důleţité být schopné dokončit sání, 

k čemuţ je nutná aktivní modulace imunitní reakce. 

Při testování vlivu slin klíštěte Ixodes ricinus na ţírné buňky derivované z kostní dřeně 

myší bylo zjištěno, ţe dochází k ovlivnění produkce některých cytokinů. Nejvýrazněji byla 

sníţena produkce IL-9, IL-4 a IL-13. Hladiny IL-6 byly sníţeny jen málo a produkce 

TNF-α nebyla po 4 hodinách inkubace s klíštěcími slinami ovlivněna. Sliny také neměly 

ţádný přímý dopad na stupeň degranulace buněk (Langhansová et al. 2012).  

Důleţitou funkcí MC je produkce histaminu. Předpokládá se, ţe histamin hraje roli  

při odmítnutí klíštěte hostitelem. Není proto divu, ţe si klíšťata vyvinula proteiny, jeţ 

histamin váţí. Histamin vázající proteiny (HBPs) pravděpodobně přispívají k potlačení 

zánětu během sání klíštěte, jelikoţ jsou schopné soutěţit s histaminovými receptory a 

připravují je tak o jejich ligand. Tím narušují průběh hostitelské imunitní reakce a klíště 

můţe úspěšně sát (Paesen et al. 1999). Nicméně nedávno byl u několika druhů klíšťat 

identifikován faktor uvolňující histamin (HRF) (Mulenga & Azad 2005). Uvolněný 

histamin pak zajišťuje dostatečný přísun krve do místa sání. Tento překvapivý fakt byl 

vysvětlen tím, ţe klíště oba faktory, HRF a HBP, exprimuje v různých fázích sání podle 

toho, zda je nutné sníţit či zvýšit průtok krve místem sání (Dai et al. 2010). Mimo zmíněné 

účinky způsobuje histamin svědění v místě připojení klíštěte a můţe tak vést k tomu, ţe 

hostitel si jej škrábáním sám odstraní. 

V reakci na sání klíštěte se do místa poškození dostává mnoho protilátek, které začne 

produkovat hostitel. Homocytotropické imunoglobuliny se následně váţou na Fc receptory 

na MC a bazofilech a způsobí tak jejich degranulaci a uvolnění mediátorů. V několika 

studiích bylo pozorováno zvýšené mnoţství degranulovaných ţírných buněk v místě rány 

při sekundární infestaci oproti primárnímu sání (Brossard & Fivaz 1982; Ushio et al. 

1993). Z toho vyplývá, ţe MC jsou také schopné specificky rozpoznávat klíštěcí antigeny a 

při opakovaném sání rychleji reagovat, kdy degranulace je tak silnější z důvodu předchozí 

senzibilizace MC homocytotropickými IgE (Brossard & Fivaz 1982). Naproti tomu se 

objevují zmínky o tom, ţe klíšťata dokáţí degranulaci částečně zabránit. Protoţe sliny 

některých klíšťat obsahují apyrázu, enzym, hydrolyzující ATP, jeţ je potřebné  
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pro degranulaci MC, mohou tak tento proces částečně potlačovat (Cockcroft & Gomperts 

1979; Ribeiro et al. 1985). 

 

2.3 Vybrané signální molekuly a jejich funkce 

Signální kaskády v buňkách jsou sloţeny z mnoha molekul, které na sebe navzájem 

navazují a přenáší signál na další molekuly, čímţ dochází nejen k zesílení, ale také  

k modulaci signálu. Fosforylace a proteolýza jsou rozšířené post-translační modifikace, 

které v biologii fungují jako důleţitý regulační mechanismus. Detekce těchto úprav  

na dobře prozkoumaných buněčných proteinech tak můţe poskytnout široký pohled  

do intracelulárních signalizací, jelikoţ jejich role je velmi důleţitá ve všech aspektech 

buněčných funkcí. 

 

2.3.1 ERK1/2 MAP kináza 

První z několika signálních molekul, kterými se tato práce zabývá, je ERK1/2 MAP 

kináza. MAPK/ERK kaskáda je jedna z nejlépe charakterizovaných a široce sledovaných 

signálních drah. Je zapojena do širokého spektra buněčných procesů a je aktivována 

širokým spektrem extracelulárních signálů.  

ERK1/2 kináza patří do rodiny savčích MAP kináz, které se účastní přenosu 

extracelulárních signálů do buňky (Boulton et al. 1990). Savčí MAP kinázy (proteinkinázy 

aktivované mitogenem) tvoří cytoplazmatické proteinové serin/threonin kinázy a patří sem 

kromě extracelulárně regulovaných kináz (ERK) také rodina p38 kináz a rodina JNK kináz 

neboli SAPK (stresem aktivované proteinkinázy). Kaţdá signalizační dráha MAPK sestává 

z kaskády alespoň tří proteinkináz, MAPKKK (nebo MAP3K), MAPKK (nebo MAP2K) a 

MAPK (Waskiewicz & Cooper 1995; Dhillon et al. 2007). Zde je MAPKK kinázou MEK 

1/2, která katalyzuje fosforylaci lidské ERK 1/2 na Tyr204/187 a pak na Thr202/185. 

Defosforylace ERK1/2 kinázy je zprostředkovaná fosfatázami, coţ činí celý proces 

vratným a pomáhá ho regulovat (Roskoski 2012). 

ERK1/2 se účastní tzv. Ras-Raf-MEK-ERK signální kaskády. Tato kaskáda se podílí 

na regulaci široké škály procesů zahrnující adhezi buněk, vývojový cyklus, přeţívání, 

migraci, diferenciaci, také metabolismus, proliferaci a transkripci. U nádorových 
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onemocnění se často objevují mutace v genech celé této kaskády, coţ vede k její  

up-regulaci (Roskoski 2012). Nicméně signalizační kaskáda Ras-Raf-MEK-ERK bývá 

narušená také při dalších onemocněních, jako jsou diabetes, poruchy mozku, srdeční 

hypertrofie či zánět (shrnuto v Tanti & Jager 2009; Montagut & Settleman 2009; Chico et 

al. 2009; Muslin 2008). 

  

Obrázek 3: Schematické znázornění MAPK kaskád a jejich jaderných cílů (převzato  

z Plotnikov et al. 2011). 

Tyto kinázy jsou aktivovány mitogenními a jinými stimuly v celé řadě buněk. Studie 

prokázaly jejich aktivaci po stimulaci bradykininem, epidermálním růstovým faktorem, 

fibroblastovým růstovým faktorem, insulinem, insulin-like růstovým faktorem 1, 

nervovým růstovým faktorem a růstovým faktorem derivovaným z krevních destiček. 

Dalšími moţnostmi aktivace jsou cytokiny, osmotický stres či receptory spřaţené  

s G-proteinem (shrnuto v Cobb et al. 1991; Raman et al. 2007). V případě ţírných buněk 

dochází k aktivaci MAPK dráhy stimulací buňky prostřednictvím přemostění FcεRI 

receptoru komplexem IgE-Ag. Ve funkcích ţírných buněk jsou předpovídány důleţité role 

těchto drah právě ve schopnosti ERK 1/2, JNK a p38 regulovat transkripční aktivitu 

různých genů, zvláště pak cytokinových genů (Ishizuka et al. 1998, 1999; Garrington et al. 

2000). 
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Lidské ERK 1 a 2 mají prakticky identickou sekvenci a mají společnou většinu funkcí, 

substrátů i aktivátorů (Gonzalez et al. 1991; Garcia et al. 2002; Boulton et al. 1991), z toho 

důvodu se uvádí jako ERK1/2. Buněčná stimulace dráhy ERK1/2 vede k paralelní aktivaci 

obou enzymů, ERK1 i ERK2 (Lefloch et al. 2008). Stejně jako většina kináz i ERK1/2 

obsahují unikátní C- a N-terminální úsek, který poskytuje signální specifitu. Další funkční 

specifitu poskytuje 31-aminokyselinový zbytek vloţený mezi kinázovými doménami 

(Roskoski 2012). 

Cytoplazmatických substrátů ERK1/2 bylo identifikováno více neţ padesát. Řadíme 

sem fosfatázy, rodinu RSK proteinkináz, cAMP fosfodiesterázy (PDE4), cytosolovou 

fosfolipázu A2, cytoskeletální proteiny, apoptotické proteiny a jiné signální a regulační 

molekuly (Roskoski 2012; Lin et al. 1993; Zúñiga et al. 1999; Yoon & Seger 2006). 

Jaderné cíle pro ERK1/2 zahrnují rodinu transkripčních faktorů TCF, včetně Elk-1 a Sap-1 

(Price et al. 1996; Janknecht et al. 1993). ERK1/2 kaskáda dále reguluje remodelaci 

chromatinu (Brami-Cherrier et al. 2009). RSK, neboli rodina ribozomálních S6 kináz, je 

skupina proteinových serin/threonin kináz, které jsou aktivovány pomocí ERK a p38 kináz 

(Frödin & Gammeltoft 1999). ERK1/2 a RSK1/2 po přesunu do jádra fosforylují další 

transkripční regulátory jako CREB, histon H3, Ets a STAT. To má za následek rychlou 

indukci IEGs (z angl. immediate early genes). Prostřednictvím produktů IEG dochází 

k regulaci přeţívání, dělení a dalších buněčných pochodů (Brami-Cherrier et al. 2009; 

Sharrocks 2001; Murphy & Blenis 2006).  

Existují data, která naznačují, ţe klíštěcí sliny výrazně ovlivňují signální dráhu 

ERK1/2 MAP kinázy. Ve studii (Oliveira et al. 2010) došlo vlivem klíštěcích slin 

k modulaci produkce pro-zánětlivých cytokinů dendritickými buňkami stimulovanými 

lipopolysacharidem. Tento imunomodulační efekt byl spojován se skutečností, ţe klíštěcí 

sliny inhibují signální dráhy ERK a p38 MAP kináz. Inhibice zmíněných signálních drah 

pravděpodobně způsobila i narušení maturace myších DC, kdy sliny výrazně inhibovaly 

fosforylaci obou kináz po jejich předchozí aktivaci pomocí LPS. Ve studii (Kramer et al. 

2008) došlo ve fibroblastech vlivem klíštěcích slin ke sníţení aktivity ERK kinázy 

stimulované růstovým faktorem z destiček (PDGF). Data z této studie naznačují, ţe klíštěcí 

sliny mohou potlačovat hostitelské mechanismy hojení rány tím, ţe narušují motilitu buněk 

zapojených do těchto mechanismů právě inhibicí signální dráhy ERK, která má na motilitu 

buněk klíčový vliv. 
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2.3.2 p38 MAP kináza 

Další z rodiny MAP kináz je p38 MAP kináza. Poprvé byla tato molekula izolována 

jako protein o velikosti 38 kDa, který byl v různých buňkách silně fosforylován vlivem 

LPS (Han et al. 1993, 1994). Obrázek 3 znázorňuje modul p38, který se skládá z několika 

MAPKKK, z MAPKK (MEK3 a 6, případně MEK4) a ze čtyř izoforem p38 (p38α/β/γ/δ). 

Všechny izoformy p38 se vyznačují tzv. TGY motivem, coţ je specifická Thr-Gly-Tyr 

sekvence aminokyselin, na které probíhá fosforylace (Ono & Han 2000). Homology p38 

byly identifikovány a klonovány u niţších i vyšších eukaryotických druhů, včetně much, 

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

K aktivaci p38 dochází při reakci na fyzický či chemický stres buňky, jako je 

oxidativní či osmotický stres, UV záření, hypoxie, ischemie a různé cytokiny, jako jsou  

IL-1 nebo TNF-α (Han et al. 1994; Lee et al. 1994; Raingeaud et al. 1995; Plotnikov et al. 

2011). MEK 3 a 6 se vyznačují vysokou specifitu pro p38, neaktivují ERK1/2 ani JNK. 

Naopak MEK4 můţe aktivovat i p38 (Brancho et al. 2003). Zatímco MEK6 aktivuje 

veškeré izoformy p38, MEK3 je poněkud selektivní a přednostně fosforyluje izoformy 

p38α a β. Aktivace následuje po MEK3/6-katalyzované fosforylaci konzervovaného 

motivu TGY v aktivační smyčce (Lee et al. 1994; Enslen et al. 2000). Ve studii (Kamide et 

al. 2015) došlo ke stimulaci aktivace p38 MAPK a proteinkinázy B (Akt) v ţírných 

buňkách vlivem kyselého pH.  

Zdá se, ţe aktivace dráhy p38 je důleţitá pro imunitní a zánětlivé reakce. Aktivace této 

dráhy hraje roli v produkci prozánětlivých cytokinů, v expresi intracelulárních enzymů 

regulujících oxidaci, v indukci adherentních proteinů a také v proliferaci a diferenciaci 

buněk imunitního systému, kdy se účastní GM-CSF, CSF, erytropoetinem a CD40-

indukované proliferace a diferenciace buněk (Ono & Han 2000; Pietersma et al. 1997; 

Badger et al. 1998; Craxton et al. 1998). V ţírných buňkách byla prokázána silná závislost 

produkce prozánětlivých cytokinů TNFα a IL-6 indukovaná pomocí LPS na aktivaci p38 

(Hochdörfer et al. 2013). 

Přítomnost p38 byla zaznamenána v jádře i v cytoplazmě buněk v klidovém stavu.  

Po aktivaci se p38 přesouvá do jádra buňky, kde můţe dále vykonávat své funkce 

(Raingeaud et al. 1995; Ben-Levy et al. 1998). K těm patří fosforylace některých 

transkripčních faktorů, jako například ATF2, NF-κB, Sap-1, Elk-1, Ets-1 a p53. Další cíle 

pro p38 představuje Tau protein asociovaný s mikrotubuly či některé další kinázy 
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(Raingeaud et al. 1995; Roux & Blenis 2004; Price et al. 1996; Janknecht & Hunter 1997). 

Uvádí se, ţe substrátová specifita p38 je podobná substrátové specifita ERK kinázy. 

Stejnými cíli pro obě kinázy jsou například MBP (myelinový bazický protein) a EGF-R 

(receptor epidermálního růstového faktoru). Naopak cytosolovou fosfolipázu A2 (cPLA2) 

p38 nefosforyluje (Raingeaud et al. 1995). 

Ve studii (Oliveira et al. 2010) byl sledován vliv klíštěcích slin na dendritické buňky 

(DC). Imunomodulační účinek klíštěcích slin na produkci pro-zánětlivých cytokinů DC 

stimulovanými LPS byl spojován se zjištěním, ţe klíštěcí sliny inhibují aktivaci ERK1/2 a 

p38 kináz. Kromě toho, DC ošetřené klíštěcími slinami vykazovaly podobné vzory 

modulace cytokinů v reakci na jiné TLR ligandy. Data dále naznačují, ţe klíštěcí sliny 

indukují regulační DCs, které produkují IL-10 a nízké hladiny IL-12 a TNF-α po stimulaci 

ligandy TLR. Regulační DCs jsou spojovány s inhibicí ERK a p38 drah, které podporují 

produkci IL-10 a tudíţ oslabují hostitelskou imunitní reakci. 

Existují také důkazy naznačující korelaci mezi aktivací dráhy p38 a apoptózou. Fetální 

neurony potřebují inzulin pro přeţívání a diferenciaci. Ve studii (Heidenreich & Kummer 

1996) došlo u neuronů ošetřených insulinem k výraznému poklesu aktivity p38 MAP 

kinázy, ale v případě dalších MAPK k ovlivnění nedošlo. V další studii došlo k výraznému 

nárůstu aktivity p38 po odstranění séra z buněčných kultur krysích fibroblastových buněk. 

Po přidání insulinu do stejné kultury došlo k výraznému potlačení aktivity p38, přičemţ 

podobných výsledků bylo dosaţeno i v non-neurálních buňkách (Kummer et al. 1997). Je 

proto moţné usuzovat, ţe inzulin, který je potřebný pro přeţití buněk, inhibuje 

apoptotickou dráhu zprostředkovanou p38. Jelikoţ proteinovým cílem p38 je rodina 

apoptotických proteinů Bcl-2, indukce apoptózy zmíněnou kinázou můţe probíhat právě 

prostřednictvím fosforylace členů Bcl-2 rodiny (v tomto případě BIMEL). Studie (Cai et al. 

2006) to prokázala při pokusech na PC12 buňkách. 

 

2.3.3 Akt (PI3K/Akt) 

Akt, nebo téţ proteinkináza B (PKB), se skládá ze tří blízce a evolučně příbuzných 

izoforem, Akt1/2/3, nebo téţ PKBα/β/γ, které mají vysoce konzervovanou doménovou 

strukturu zahrnující N-terminální PH (pleckstrin homologní) doménu, kinázovou doménu a 

regulační C-konec obsahující hydrofobní motiv. K úplné aktivaci Akt je potřebná 
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fosforylace na dvou místech a to v oblasti kinázové domény (Thr308) a na C-terminálním 

konci (Ser473) (Alessi et al. 1996). Akt1 je široce distribuována ve tkáních a je zapojena 

do růstu a přeţívání buněk. Akt1
-/-

 myši vykazovaly chyby ve fetálním a post-fetálním 

růstu přetrvávající aţ do dospělosti (Chen et al. 2001; Cho et al. 2001a). Akt2 je vysoce 

exprimována ve svalech a adipocytech a přispívá k regulaci glukózové homeostázy 

zprostředkované insulinem (Cho et al. 2001b; Garofalo et al. 2003). Distribuce Akt3 je 

poněkud omezenější a exprese je poměrně nízká, najdeme ji tak převáţně v mozku či 

varlatech (Nakatani et al. 1999; Garofalo et al. 2003). Bylo prokázáno, ţe Akt je klíčovou 

molekulou v progresi rakoviny (Hill & Hemmings 2002). 

Za normálních okolností je Akt udrţována v neaktivním stavu pomocí 

intramolekulárních interakcí mezi PH a kinázovými doménami (Calleja et al. 2007). 

Fosforylace Akt na Thr308 zvyšuje její aktivitu asi stokrát, nicméně maximální aktivita 

Akt vyţaduje další fosforylaci a to v hydrofobním motivu na Ser473. Obě místa mohou být 

fosforylována nezávisle na sobě (Alessi et al. 1996). Po fosforylaci a aktivaci Akt disociuje 

od membrány a přesouvá se do cytosolu a jádra, kde aktivuje downstreamové signální 

dráhy tím, ţe fosforyluje velké mnoţství substrátu. Akt signalizace je ukončena 

defosforylací Thr308 a Ser473 působením fosfatáz PP2 (z angl. protein phosphatase 2) a 

PHLPP (z angl. PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase) (Andjelković et 

al. 1996; Alessi et al. 1996). 

Akt je jedna z klíčových molekul aktivovaných v rámci signální dráhy PI3K 

(fosfatidylinositol-3 kináza). Mnoho růstových faktorů a cytokinů stimuluje zvýšení 

aktivity PI3 kinázy, vedoucí v následné zvýšení PI(3,4)P2 a PI(3,4,5)P3 v buňkách. Tyto 

fosfoinositoidy tvoří vazebné místo pro PH doménu obsahující proteiny jako jsou Akt a 

PDK1 (z angl. phosphoinositide dependent protein kinase), a tím je pomáhá transportovat 

k membráně (Hers et al. 2011). Signální dráhy řízené PI3K v různé míře regulují 

receptorem zprostředkovaný růst, diferenciaci, přeţití a aktivaci a také navádění do 

cílových tkání.  
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Obrázek 4: Schematické znázornění signální dráhy PI3K/Akt/mTOR (převzato 

z Matsuoka & Yashiro 2014). 

Akt reguluje mnoho buněčných procesů. Zapojuje se do metabolismu, proliferace, 

přeţívání a růstu buňky a také do procesu angiogeneze. Tyto funkce zprostředkovává díky 

Ser/Thr fosforylaci navazujících substrátů. Mnohé z těchto substrátů mají víc neţ jednu 

funkci a jeden proces je často zprostředkován několika navazujícími cílovými molekulami. 

Fosforylace pomocí Akt můţe mít na proteinové substráty mnoho účinků včetně inhibice či 

stimulace jejich aktivity, ovlivnění jejich sub-celulární lokalizace, můţe poskytovat 

ochranu před degradací nebo regulační vazbou na proteinové vzory (Alessi et al. 1996; 

Hers et al. 2011). 

Významnou funkcí této signalizační dráhy je podpora růstu buněk a syntézy proteinů 

přes regulaci signální dráhy mTOR. PI3K a Akt mohou regulovat mTOR prostřednictvím 

tumorsupresorových genů TSC1 a 2 (z angl. tuberous sclerosis protein). Ty spolu tvoří 

funkční komplexy a poté inhibují p70 S6K, coţ je aktivátor translace, a naopak aktivují 

4E-BP1, coţ je inhibitor translace. Tyto funkce jsou zprostředkovány inhibicí mTOR, coţ 

v konečném důsledku vede k narušení buněčného růstu. Ve studii (Inoki et al. 2002) bylo 

prokázáno, ţe Akt fosforyluje TSC2, coţ vede k jeho destabilizaci a narušení interakce 

s TSC1 a následně inhibuje jejich fyziologickou funkci. 
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Důleţitým cílem pro Akt je GSK-3 (z angl. glykogen synthase kinase-3). GSK-3 se 

zapojuje do regulace některých fyziologických procesů, včetně řízení syntézy glykogenu a 

proteinů, modulace transkripčních faktorů AP-1 a CREB apod. GSK-3 je vlivem insulinu 

nebo růstových faktorů fosforylována a tím inhibována. Inhibice GSK-3 pomocí Akt tedy 

umoţňuje syntézu glykogenu, coţ má pozitivní vliv na přeţívání buněk (Cross et al. 1995). 

Na pozitivní regulaci přeţívání buněk se také podílí schopnost Akt fosforylovat ASK1  

(z angl. apoptosis signal related kinase), která vede k prevenci apoptózy (Kim et al. 2001). 

V neposlední řadě Akt podporuje přeţívání buněk prostřednictvím negativní regulace 

některých proapoptotických proteinů Bcl-2, například Bad (Datta et al. 1997, 2002) 

Předpokládá se, ţe transdukční signální cesta PI3K/Akt inhibuje signály způsobující 

produkci některých zánětlivých cytokinů. Ve studii (Fukao et al. 2002) došlo 

k negativnímu ovlivnění produkce IL-12 dendritickými buňkami prostřednictvím aktivace 

PI3K dráhy. Dále bylo zjištěno, ţe Akt reguluje produkci a sekreci IL-2 a TNF-α v ţírných 

buňkách stimulovaných FcεRI a to pomocí transkripční aktivace NF-κB, NF-AT, a AP-1, 

které přispívají k produkci cytokinů (Kitaura et al. 2000). 

Klíštěcí sliny ovlivňují také PI3K/Akt signální dráhu. Ve studii (Lieskovská & 

Kopecký 2012) byl pozorován inhibiční efekt slin na fosforylaci Akt v dendritických 

buňkách. Signální dráha PI3K/Akt spolu s NF-κB a MAPK signálními drahami zde byla 

aktivována pomocí spirochét rodu Borrelia. Klíštěcí sliny potlačovaly aktivaci NF-κB a 

ERK1/2. Aktivace Akt byla také ovlivněna, ale do menší míry (Lieskovská & Kopecký 

2012). V buňkách Saos-2 (buněčná linie z osteosarkomu) aktivovaných EGF došlo vlivem 

klíštěcích slin také k potlačení aktivace Akt kinázy (Poole et al. 2013).  

 

2.3.4 NF-κB  

Poslední signální molekulou, na kterou se tato práce zaměřuje, je skupina 

transkripčních faktorů NF-κB. Jedná se o velkou rodinu proteinů skládající se ze dvou 

podrodin: NF-κB proteinů a Rel proteinů. NF-κB/Rel proteiny zahrnují NF-κB2 p100/p52, 

NF-κB1 p105/p50, RelA/p65, RelB a c-Rel (Bonizzi & Karin 2004). Všechny spolu sdílí 

tzv. RHD doménu (z angl. Rel homology domain), coţ je vysoce konzervovaná DNA 

vázající doména. Pomocí této domény mohou tvořit dimery, které se váţou na cílové DNA 

sekvence zvané κB místa. Tím dochází k modulaci genové exprese. RelA, c-rel a RelB 
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také obsahují C-terminální trans-aktivační doménu (TAD), která umoţňuje aktivovat 

expresi cílového genu. p50 a p52 naproti tomu tuto doménu neobsahují, proto jejich 

dimery transkripci potlačují, pokud však nejsou vázány na protein obsahující TAD. p50 a 

p52 často tvoří heterodimery s RelA, c-rel nebo RelB a chovají se pak jako transkripční 

aktivující dimery (shrnuto v Hayden et al. 2006).  

NF-κB se nachází prakticky ve všech typech buněk a podílí se na aktivaci mimořádně 

velkého počtu genů v reakci na infekci, zánět a jiné stresové situace vyţadující okamţité 

přeprogramování genové exprese. Ve většině buněk nalezneme inaktivní komplexy NF-κB 

hlavně v cytoplazmě v komplexu s některým z inhibičních proteinů z rodiny IκB, které 

zadrţují dimery NF-κB v cytoplazmě. Kdyţ dojde k aktivaci dráhy, inhibiční protein je 

degradován a komplex NF-κB vstupuje do jádra, kde dále uskutečňuje své funkce (Hayden 

et al. 2006; Arenzana-Seisdedos et al. 1997).  

 

Obrázek 5: Aktivace kanonické a alternativní NF-κB signální dráhy (převzato z Jost 

& Ruland 2007). 

Existují dvě základní cesty aktivace NF-κB. Klasická neboli „kanonická“ dráha, je 

vyvolána mikrobiálními produkty a prozánětlivými cytokiny jako jsou TNF-α a IL-1. To 

obvykle vede k aktivaci komplexů obsahujících RelA nebo c-Rel (Lawrence 2009). 
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Alternativní cesta je aktivována většinou členů rodiny TNF cytokinů;  lymfotoxinem β 

(Dejardin et al. 2002), ligandem CD40 (CD40L), aktivačním faktorem B buněk (BAFF) 

(Bonizzi & Karin 2004), a ligandem aktivátoru receptoru NF-κB (RANKL) (Novack et al. 

2003), ale ne TNF-α. Její navázání na receptor vede k aktivaci komplexů RelB/p52 

(Lawrence 2009). Obě cesty jsou charakterizovány odlišnou potřebou IKK podjednotek. 

Komplex IKK (IκB kináza) sestává z dvou podjednotek, IKKα (IKK1) a IKKβ (IKK2) a 

regulační podjednotky IKKγ. IKKβ reguluje aktivaci kanonické cesty prostřednictvím 

fosforylace IκBs a vyţaduje podjednotku IKKγ, ale ne IKKα. Alternativní cesta je naopak 

na podjednotce IKKα závislá a po aktivaci vede k translokaci p52/RelA dimerů do jádra 

(Lawrence 2009; Bonizzi & Karin 2004; Senftleben et al. 2001a; Zandi et al. 1997). 

Mnoho odlišných signálních drah, které aktivují NF-κB se sbíhá v bodě IκB kináz, které 

jsou pro přenos signálu nezbytné.  

Uvádí se, ţe signální dráhy NF-κB májí důleţitou úlohu v regulaci imunitního 

systému. Klasická signální dráha NF-κB zaloţená na degradaci IκB závislé na IKKβ je 

zásadní pro reakce vrozené imunity. Například deficit RelA a IKKβ vede ke zvýšení 

náchylnosti k infekcím, pokud se ovšem předejde embryonální letalitě, která je s těmito 

deficiencemi také spojená (Alcamo et al. 2001; Senftleben et al. 2001b). Aktivace a 

translokace NF-κB dimerů (hlavně p50/RelA) do jádra je spojena se zvýšenou transkripcí 

genů kódujících chemokiny, cytokiny, adhezivní molekuly (ICAM-1, VCAM-1, ELAM), 

enzymy podporujících produkci sekundárních zánětlivých mediátorů a inhibitory apoptózy 

(shrnuto v Bonizzi & Karin 2004). 

Stimulace TLR4, který je receptorem pro LPS, na povrchu MC a makrofágů vede 

k produkci cytokinů závislé na NF-κB; jedná se hlavně o TNF-α a IL-6. Kromě NF-κB  

můţe signalizace přes TLR4 také stimulovat dráhy MAP kináz vedoucí k aktivaci ERK a 

p38 (Shimura et al. 2012; Zuckerman et al. 1991; Zorn et al. 2009). 

Klíštěcí sliny zasahují do několika signálních drah, které se mohou podílet na mnoha 

z inhibičních vlivů dendritických buněk. Například sliny klíštěte I. ricinus inhibují NF-κB, 

PI3K/Akt a ERK1/2 signální dráhy v dendritických buňkách po jejich aktivaci 

prostřednictvím ligandu TLR2 (Lieskovská & Kopecký 2012). Sloţky slin klíštěte  

I. scapularis také narušují funkci NF-κB. Bylo zjištěno, ţe protein Salp15, který je v nich 

obsaţen, narušuje fosforylaci kinázy LCK (z angl. lymphocyte-specific protein tyrosine 

kinase), coţ vede k poklesu DNA-vazebné aktivity nukleárních faktorů NF-AT a NF-κB. 
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To následně vede k inhibici produkce IL-2 a tím i ovlivnění aktivace naivních CD4+  

T-buněk (Anguita et al. 2002b). Další molekulou izolovanou z klíštěcích slin, která 

zasahuje do dráhy NF-κB, je longistatin. Ten předchází translokaci NF-κB z cytoplazmy  

do jádra a chová se jako antagonista RAGE (z angl. receptor for advanced glycation 

endproducts), který zprostředkovává aktivaci imunitních buněk v místě zánětu. Longistatin 

také down-reguluje adhezivní molekuly a tím působí proti vzniku zánětu v místě kousnutí 

klíštětem (Anisuzzaman et al. 2014). 

Dalším příkladem klíštěcích molekul ovlivňujících signální dráhu NF-κB jsou 

sialostatiny. Klíštěcí sialostatiny Sialo L2 a v menší míře i Sialo L oslabují dráhu ERK1/2 

v dendritických buňkách aktivovaných přes TLR2 pomocí LTA (lipoteichoová kyselina) 

nebo infekcí B. burgdorferi. Vlivem Sialo L2 byla také sníţena aktivace PI3K/Akt dráhy a 

také dráha NF-κB v reakci na LTA (Lieskovská et al. 2015). NF-κB spolu s p38 MAP 

kinázou jsou v DC zásadním způsobem zapojeny do exprese prozánětlivých cytokinů 

(Anguita et al. 2002a), zatímco PI3K je nezbytná pro optimální průběh fagocytózy (Shin et 

al. 2009). Potlačení zmíněných signálních drah vlivem klíštěcích slin tak vede k narušení 

fyziologických funkcí DC a následně k modulaci imunitní odpovědi prostřednictvím 

fagocytózy či tvorby cytokinů a chemokinů. 

  



24 

 

3 Materiály a metody 

3.1 Materiály 

3.1.1 Myši 

V rámci této práce byly pouţity samice inbredních myší kmene C57BL/6 (AnLab)  

ve stáří šest aţ osm týdnů. Z myší se získávala kostní dřeň, z níţ se následně izolovaly 

ţírné buňky. Myši byly chovány za podmínek vyţadující bariérový chov ve zvěřinci 

Katedry medicínské biologie na Jihočeské univerzitě v Českých Budějovicích. 

 

3.1.2 Klíšťata a sliny 

Pro získávání slin byly pouţity dospělé samičky klíšťat Ixodes ricinus, které se 

získávaly pomocí vlajkové metody v okolí města České Budějovice.  

 

3.1.3 Ţírné buňky 

o Buněčná linie MC/9 

Jedná se o linii myších ţírných buněk závislých na růstových faktorech, dodavatelem 

byla firma ATCC. MC/9 buněčná linie byla kultivována v médiu MC/9 médiu (viz tabulka 

I). Pasáţ byla prováděna 3x týdně. 

Tabulka I: Sloţení MC/9 média. 

MC/9 médium Dodavatel 

D-MEM Biowest 

10% BOFES Biowest 

2,2mM L-glutamin Biowest 

Penicilin (100 g/ml), Streptomycin sulfát 

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

Biowest 

Merkaptoethanol (1:10000) Sigma-Aldrich 

10% Rat T-Stim B&D Biosciences 
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o BMMC – primární ţírné buňky  

Primární ţírné buňky byly derivovány z kostní dřeně myší (viz kapitola 3.2.2.) a 

kultivovány v médiu IMDM obohaceném o sérum a tři cytokiny (viz tabulka II).  

Tabulka II: Sloţení BMMC média. 

BMMC médium Dodavatel 

IMDM  Biowest 

10% BOFES  Biowest 

2,2mM L-glutamin Biowest 

Penicilin (100 g/ml), Streptomycin sulfát 

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

Biowest 

1% Na pyruvát GIBCO 

IL-3, Recombinant Murine IL-3  (20 U/ml) Laskavě poskytnuto prof. Edgarem 

Schmittem z Mainz, Německo; PeproTech 

Mouse IL-4 (50 U/ml), Recombinant 

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

Cell Signaling; PeproTech 

Kit-ligand (200 ng/ml), Recombinant 

Murine SCF (50 ng/ml) 

Laskavě poskytnuto prof. Edgarem 

Schmittem z Mainz, Německo; PeproTech 

 

3.2 Metody 

3.2.1 Slintání klíšťat 

Samičky klíšťat se nechaly 6-7 dní sát na morčatech, poté se opláchly v 15 % etanolu 

a pomocí lepicí pásky se připevnily na podloţní sklíčko. Pomocí plastelíny se pak upevnila 

kapilára, která se pod binolupou klíšťatům nasadila na hypostom a jednu palpu. Nakonec 

se na hřbet klíšťat nakapal 1-2 µl (v závislosti na velikosti klíštěte) roztoku 5 % 

pilocarpinu (Sigma-Aldrich) v 96 % etanolu, pro podpoření slintání a klíšťata se 

v krabičkách s navlhčeným filtračním papírem uloţila do termostatu (5 % CO2, 37°C). 

Kapiláry byly průběţně kontrolovány, případně znovu nasazeny a po dvou hodinách se 

všechny kapiláry odebraly a jejich obsah byl vyprázdněn do zkumavky a drţen na ledu. 

Takto získané sliny se poté přefiltrovaly přes 0,22 µm filtr (Millex
®
-GV, Merck) a 

změřila se koncentrace obsaţených proteinů metodou podle Bradfordové (Bradford 1976). 

Přefiltrované sliny byly uchovávány při -75°C do dalšího pouţití. 
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3.2.2 Izolace BMMC 

Myši byly usmrceny zlomením vazu. Po odstranění a očištění končetin se z holenních 

a stehenních kostí vyizolovala kostní dřeň a rozsuspendovala se v 1x MEM (Minimum 

Essential Medium Eagle, Sigma). Suspenze se přefiltrovala přes 70 µm filtr (Corning, 

nylon) a centrifugovala 10 minut při 160 g a 4ºC. Buněčný pelet se rozsuspendoval ve 2 ml 

0,84 % NH4Cl ohřátého na 37°C, čímţ došlo k lýze erytrocytů. Po 2 minutách se lýza 

zastavila přidáním 10 ml 1x MEM, buňky se spočítaly v Bürkerově komůrce, opět stočily a 

naředily v BMMC médiu na koncentraci 3x10
6
/ml. Buněčná suspenze se rozdělila  

do 24-jamkového panelu po 1 ml na jamku. Třikrát týdně bylo odebráno 0,5 ml média se 

suspenzními buňkami z kaţdé jamky a přeneseno do nových jamek, ke kterým bylo 

následně přidáno 0,5 ml čerstvého média. Buňky byly kultivovány po dobu 3-4 týdnů  

v termostatu při 37°C a 5 % CO2. Derivace byla prováděna s modifikacemi dle protokolů 

(Kasakura et al. 2014; Stassen et al. 2006). Takto připravené buňky byly následně pouţity 

v experimentech. 

Úspěšnost derivace ţírných buněk byla ověřena pomocí průtokové cytometrie.  

2x10
5
 vyderivovaných buněk bylo stočeno (při 160 g a 4°C) a promyto  PBS s 1 % 

BOFES. Poté byly buňky označeny pomocí protilátek proti CD117 (c-Kit) a FcεR od firmy 

eBioscience (anti-myší CD117 konjungovaná s FITC a anti-myší FcεR1α konjungovaná s 

PE), inkubace probíhala 20 minut v temnu a na ledu. Po dalším promytí byly buňky 

měřeny na průtokovém cytometru BD FACSCanto II. Populace vyderivovaných buněk 

obsahovala 87% buněk pozitivních na CD117 a 88% pozitivních na FcεR. 

 

3.2.3 Příprava buněk 

Pro sledování hladin cytokinů a chemokinů pomocí proteomové array byly primární 

ţírné buňky nasazeny do 48-jamkového panelu v koncentraci 6x10
5
/500 µl BMMC média 

(bez cytokinů) na jamku.  

Pro sledování hladin cytokinů a chemokinů pomocí Elisa testu byly BMMC nasazeny 

v triplikátech do 96-jamkového panelu v koncentraci 1,5x10
5
/200 µl BMMC média  

(bez cytokinů) na jamku. 
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Buňky byly preinkubovány 2h s klíštěcími slinami (10 µg/ml) a následně stimulovány 

ionomycinem (Sigma-Aldrich) v konečné koncentraci 1µM. Po 24h inkubaci při 37°C  

s 5 % CO2 se do čistých mikrozkumavek odebíral supernatant, který byl pouţit k vlastní 

analýze. 

 

3.2.4 Detekce cytokinů a chemokinů v aktivovaných ţírných buňkách 

o Cytokinová array - Proteome Profiler
TM 

Array – Mouse Cytokine Array Panel A 

Relativní mnoţství cytokinů a chemokinů bylo stanovováno pomocí Proteome Profiler 

Array – Mouse Cytokine Array Panel A (R&D Systems), kdy je moţné současně sledovat 

hladinu 40 různých cytokinů a chemokinů (tabulka III). Pozice jednotlivých cytokinů a 

chemokinů na membráně je zobrazena na obrázku 6. Postup byl prováděn dle návodu 

dodaného výrobcem. Měření chemiluminiscence probíhalo v přístroji Alliance 4.7, Gel 

Documentation Systems, UVITEC Cambridge. Intenzita signálu byla vyhodnocena  

v programu UviBand (UVIBAND analysis software, UVITEC Cambridge). 

Tabulka III: Seznam cytokinů a chemokinů (Proteome Profiler
TM 

Array). 

Souřadnice Cíl 

A1, A2 Pozitivní kontrola 

A23, A24 Pozitivní kontrola 

B1, B2 BLC 

B3, B4 C5a 

B5, B6 G-CSF 

B7, B8 GM-CSF 

B9, B10 I-309 

B11, B12 Eotaxin 

B13, B14 ICAM-1 

B15, B16 IFN-γ 

B17, B18 IL-1α 

B19, B20 IL-1β 

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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C13, C14 IL-12p70 

C15, C16 IL-13 

C17, C18 IL-16 

C19, C20 IL-17 

C21, C22 IL-23 

C23, C24 IL-27 

D1, D2 IP-10 

D3, D4 I-TAC/CXCL11 

D5, D6 KC/CXCL1 

D7, D8 M-CSF 

D9, D10 JE/MCP-1 

D11, D12 MCP-5 

D13, D14 MIG 

D15, D16 MIP-1α 

D17, D18 MIP-1β 

D19, D20 MIP-2 

D21, D22 RANTES/CCL5 

D23, D24 SDF-1 

E1, E2 TARC/CCL17 

E3, E4 TIMP-1 

E5, E6 TNF-α 

E7, E8 TREM-1 

F1,F2 Pozitivní kontrola 

F23, F24 Negativní kontrola 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6: Pozice cytokinů a chemokinů na membráně (Proteome Profiler
TM 

Array). 

o Elisa test - cytokiny 

Koncentrace vybraných cytokinů byla stanovována za pouţití Ready-Set-GO! ELISA 

Kitu (eBioscience). Vlastní testování probíhalo v 96-jamkových mikrotitračních destičkách 
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(Costar) dle návodu dodaného výrobcem. K dokončení reakce byl pouţit 1x TMB ELISA 

substrate solution (eBioscience), k zastavení reakce byla pouţita 2M H2SO4. Absorbance 

byla měřena vertikálním spektrofotometrem (Synergy H1 microplate reader, BioTek) 

při 450 nm. Supernatant byl testován na přítomnost cytokinů IL-4, TNF-α a IFN-γ. 

o Elisa test – chemokiny 

Pro stanovení koncentrace chemokinů byly pouţity 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. Vlastní testování probíhalo  

v 96-jamkových mikrotitračních destičkách (Costar), postup byl prováděn dle návodu 

dodaného výrobcem. K dokončení reakce byl pouţit 1x TMB ELISA substrate solution 

(eBioscience), k zastavení reakce byla pouţita 2M H2SO4. Absorbance byla měřena  

na vertikálním spektrofotometru (Synergy H1 microplate reader, BioTek) při 405 nm. 

Supernatant byl testován na MIP-2, MCP-1 a IL-3. 

 

3.2.5 Sledování aktivity signálních molekul 

o Signální array – PathScan
®
 Intracellular Signaling Array 

BMMC byly nasazeny do 24-jamkového panelu v koncentraci 1x10
6
/500 µl BMMC 

média na jamku. Poté byly buňky preinkubovány 2h s klíštěcími slinami (10 µg/ml) a 

následně stimulovány ionomycinem (1µM). V intervalu 5, 30 a 60 minut od stimulace byla 

reakce zastavena přenesením panelu na led. Buňky byly přeneseny do mikrozkumavek, 

opláchnuty sterilním chlazeným PBS a stočeny (5 minut, 252 g, 4°C). K peletu buněk bylo 

přidáno 80 µl lyzačního roztoku (PathScan Cell Lysis Buffer obsahující 2mM Na3VO4, 

1x koktejl inhibitorů proteáz (Sigma-Aldrich)). Lýza probíhala 5 minut na ledu. Vzniklý 

lyzát byl centrifugován 10 minut při 11180 g a 4°C a skladován při -75°C. 

Hladina aktivovaných signálních molekul ve vzorcích byla zjišťována pomocí 

PathScan
®
 Intracellular Signaling Array (Chemiluminescent Readout, Cell signaling), kdy 

je moţné současně detekovat aktivitu 18 různých signálních molekul, převáţně kináz  

(viz tabulka IV). Signální molekuly označené hvězdičkou nejsou v myších vzorcích 

rozeznávány. Pozice jednotlivých signálních molekul na sklíčku je zobrazena  

na obrázku 7. Postup byl prováděn dle návodu dodaného výrobcem. Měření 
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chemiluminiscence probíhalo v přístroji Alliance 4.7, Gel Documentation Systems, 

UVITEC Cambridge. Intenzita signálu byla vyhodnocena v programu UviBand 

(UVIBAND analysis software, UVITEC Cambridge). 

Tabulka IV: Intracelulární signální molekuly a jejich modifikace (PathScan
®
 Intracellular 

Signaling Array). 

    Cíl  Místo fosforylace   Modifikace 

1 Pozitivní kontrola - - 

2 Negativní kontrola - - 

3 ERK1/2 Thr202/Tyr204 Fosforylace 

4 Stat1 Tyr701 Fosforylace 

5 Stat3 Tyr705 Fosforylace 

6 Akt Thr308 Fosforylace 

7 Akt Ser473 Fosforylace 

8 AMPKα Thr172 Fosforylace 

9 S6 Ribosomal protein Ser235/236 Fosforylace 

10 mTOR Ser2448 Fosforylace 

11 HSP27* Ser78 Fosforylace 

12 Bad Ser112 Fosforylace 

13 p70 S6 Kinase Thr389 Fosforylace 

14 PRAS40 Thr246 Fosforylace 

15 p53 Ser15 Fosforylace 

16 p38 Thr180/Tyr182 Fosforylace 

17 SAPK/JNK Thr183/Tyr185 Fosforylace 

18 PARP* Asp214 Štěpení 

19 Caspase-3* Asp175 Štěpení 

20 GSK-3β Ser9 Fosforylace 

 

 

 

Obrázek 7: Pozice signálních molekul na sklíčku (PathScan
®
 Intracellular Signaling 

Array). 

o Western Blotting 

PŘÍPRAVA LYZÁTU 

BMMC a MC/9 buňky byly nasazeny do 48-jamkového panelu v koncentraci  

0,5-1x10
6
/500-1000 µl BMMC nebo MC/9 média na jamku. Poté byly buňky 
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preinkubovány 2h s klíštěcími slinami (10 µg/ml) a následně stimulovány 

ionomycinem(1µM). V intervalu 10, 30 a 60 minut od stimulace byla reakce zastavena 

přenesením panelu na led. Buňky byly přeneseny do mikrozkumavek, opláchnuty sterilním 

chlazeným PBS a centrifugovány (5 minut, 252 g, 4°C). K peletu bylo přidáno 80 µl 

lyzačního roztoku (RIPA pufr, 25mM NaF, 2mM Na3VO4, 1x koktejl inhibitorů proteáz) a 

lýza probíhala 5 minut na ledu. Vzniklý proteinový extrakt byl centrifugován 10 minut  

při 11180 g a 4°C a skladován při -75°C. 

POLYAKRYLAMIDOVÁOVÁ GELOVÁ ELEKTROFORÉZA ZA REDUKUJÍCÍH 

PODMÍNEK (SDS-PAGE) 

Proteinový extrakt se po rozmraţení smíchal se vzorkovým pufrem obsahující  

β-merkaptoethanol (900 µl 4x Laemmli Sample Buffer + 100 µl β-ME, Bio-Rad) v poměru 

3:1 a nechal se 5 minut zahřívat na 95°C. Po zchladnutí se nanášel na gel v mnoţství 20 µl 

na jamku. Rozdělení proteinů probíhalo v 8 % polyakrylamidovém gelu za redukujících 

podmínek v ELFO pufru (26 mM TRIS, 192 mM Glycine, 3,5 M SDS) podle Laemmliho 

(Laemmli 1970). Zdroj elektrického proudu pro průběh elektroforézy byl nastaven  

na 40 mA na jeden gel. Elektroforéza poté probíhala 45-60 minut při napětí 250V. 

SEMI-DRY WESTERN BLOTTING  

Gel s rozdělenými proteiny se propláchl v transferovém pufru (25,6 mM TRIS,  

192 mM glycin, 1,73 mM SDS, 20 % methanol). Membrána (PVDF, Thermo Scientific) se 

krátce promyla 100 % metanolem a poté opláchla v transferovém pufru. Přenos proteinů  

na membránu probíhal v přístroji Semi-Dry Blotter (Scie-Plas). Zdroj elektrického proudu 

byl nastaven na 64 mA a napětí 150 V na jeden gel, přenos trval 1 hodinu a 10 minut. 

Membrána se poté promyla v promývacím roztoku TBS s 0,1 % Tweenem (19 mM TRIS, 

137 mM NaCl, 0,1 % Tween-20). Promytá membrána byla 1 hodinu blokována  

v 5 % mléce (sušené odtučněné mléko v TBS s 0,1 % Tweenem) při laboratorní teplotě a 

poté přes noc inkubována při 4°C s příslušnou protilátkou rozmíchanou v mléce. 

Protilátky, které byly pouţity k detekci proteinů, jsou uvedeny v tabulce V. Membrána 

byla druhý den promývána 1x 15 minut a 2x 5 minut v promývacím roztoku. Po promytí se 

membrána inkubovala 45 minut při laboratorní teplotě s příslušnou sekundární protilátkou 

(Anti-Rabbit IgG HRP-linked, Anti-Mouse IgG HRP-linked, Cell Signaling). Poté byla 3x 

promyta promývacím roztokem. Substrátové roztoky byly smíchány v poměru 1:1 

bezprostředně před pouţitím. Byly pouţívány dva typy substrátových roztoků, 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. Měření probíhalo v přístroji Alliance 4.7, Gel 

Documentation Systems, UVITEC Cambridge. Vyhodnocení bylo prováděno v programu 

ImageJ. Zpracování dat do grafů bylo provedeno v programu MS Excel. Nárůst aktivity 

signálních molekul oproti nestimulované kontrole je pokládán za 100 % v kaţdém 

jednotlivém intervalu.  

Tabulka V: Protilátky pouţívané k detekci proteinů. 

Fosforylovaný protein Ředění Totální protein Ředění Dodavatel 

p-Akt (Ser473) 1:1000 Akt1 1:1000 Cell Signaling 

β-actin 1:1000 - - Cell Signaling 

p-p44/42 MAPK (Erk1/2) 

(Thr202/Tyr204)  

1:1000 ERK1/2 1:5000 Cell Signaling, Enzo 

Life Science 

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

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

Life Science 

 

STRIPOVÁNÍ 

Stripování membrány probíhalo 20 minut na třepačce při laboratorní teplotě. Pro 

odvázání protilátek z membrány byl pouţit stripovací pufr Restore Western Blot Stripping 

Buffer (Thermo Scientific). Po stripování se membrána promývala 1x 10minut a  

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

 

3.2.6 Statistické vyhodnocení dat 

Statistické vyhodnocení dat bylo prováděno v programu GraphPad Prism pomocí 

dvoucestné analýzy variance a Bonferroniho post-testu v případě signální a cytokinové 

array a pomocí jednocestné analýzy variance a Bonferroniho post-testu v případě Elisa 

testů. Hvězdičky v grafech označují statisticky významné rozdíly mezi skupinami, kdy 

jedna hvězdička značí P<0,05, dvě P <0,01, tři P<0,001 a čtyři P<0,0001. Hodnoty v grafu 

jsou uvedeny jako aritmetický průměr naměřených hodnot ± střední chyba průměru 

(SEM). 
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4 Cíle práce 

1. Vliv klíštěcích slin na produkci cytokinů a chemokinů ţírnými buňkami po stimulaci 

ionomycinem 

a) Vyuţití proteomové cytokinové array. 

b) Potvrzení výsledků pomocí Elisa testu. 

2. Vliv klíštěcích slin na aktivaci signálních drah v ţírných buňkách po stimulaci 

ionomycinem  

a) Vyuţití signální array. 

b) Testování vybraných signálních molekul pomocí Western blottingu. 

3. Navrhnout potenciální mechanismus, kterým klíštěcí sliny ovlivňují produkci cytokinů 

s ohledem na testované signální dráhy. 
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5 Výsledky 

5.1 Ovlivnění produkce cytokinů a chemokinů primárními ţírnými buňkami 

Cílem tohoto pokusu bylo zjistit, jaký vliv mají klíštěcí sliny na produkci cytokinů a 

chemokinů primárními ţírnými buňkami. Buňky byly preinkubovány 2 h s klíštěcími 

slinami a stimulovány ionomycinem po dobu 24 h. Poté byl analyzován supernatant. 

Přesný postup je uveden v kapitole 3.2.4. 

Na obrázku 9 a 10 jsou uvedeny grafy znázorňující hladiny cytokinů a chemokinů 

produkovaných primárními ţírnými buňkami. Data pochází z analýzy vzorků získaných 

pomocí proteomové array (obrázek 8). Můţeme vidět, ţe ze všech čtyřiceti různých 

cytokinů, chemokinů a jiných molekul, které array zahrnuje, došlo po stimulaci buněk 

ionomycinem zhruba u třetiny z nich ke zvýšení produkce. Konkrétně se jednalo o IL-3, 

IL-4, IL-6, IL-13, IL-1RA, TNF-α, M-CSF, GM-CSF, MCP-1, I-309, MIP-1α, IFN-γ, 

MIP-2, RANTES a slabý nárůst byl pozorován i u TARC a IL-2. Většina z nich byla také 

ovlivněna slinami. Statisticky významného sníţení produkce vlivem klíštěcích slin došlo 

v případě IL-3, IL-4, IL-6, IL-13, IL-1RA, TNF-α, GM-CSF, MCP-1, I-309, MIP-1α,  

IFN-γ, MIP-2 a RANTES. Naopak ke zvýšení došlo v případě MIP-1β a TARC a i tento 

rozdíl byl v obou případech statisticky signifikantní. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 8: Vliv klíštěcích slin na produkci cytokinů a chemokinů primárními 

ţírnými buňkami; cytokinová array. 

     Nest  Iono    Iono+sliny 
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Obrázek 9: Vliv klíštěcích slin na produkci cytokinů a chemokinů primárními 

ţírnými buňkami, část 1 (* P<0,05, ** P <0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001). 
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Obrázek 10:  Vliv klíštěcích slin na produkci cytokinů a chemokinů primárními 

ţírnými buňkami, část 2 (* P<0,05, ** P <0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001). 
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Obrázek 11: Vliv klíštěcích slin na produkci IL-3 a IL-4 primárními ţírnými buňkami 

(** P <0,01). 

Dále byla sledována produkce prozánětlivých cytokinů TNF-α a IFN-γ. Testování 
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Obrázek 12: Vliv klíštěcích slin na produkci TNF-α a IFN-γ primárními ţírnými 

buňkami (** P <0,01). 
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k ovlivnění produkce a nepodařilo se tak potvrdit inhibiční vliv slin na tento chemokin, 

který naznačovala data z proteomové array. 

Obrázek 13: Vliv klíštěcích slin na produkci MIP-2 a MCP-1 primárními ţírnými 

buňkami (** P <0,01). 

  

5.2 Ovlivnění signálních molekul v ţírných buňkách 
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a o 49 % v případě GSK-3β. Některé z těchto kináz byly vybrány k dalšímu testování vlivu 

klíštěcích slin na jejich aktivitu. Dále byla vybrána Akt (Ser473) pro zjištění vlivu slin 

v delším intervalu a také byl přidán nukleární faktor NF-κB, který v array není zahrnut. 

Tyto vybrané signální molekuly se testovaly pomocí Western blottingu. K tomuto účelu 

byly pouţívány jak primární ţírné buňky, tak buněčná linie MC/9. Nejprve bylo nutné 

postup přizpůsobit tak, aby bylo moţné detekovat aktivaci signálních molekul po stimulaci 

buněk. Testovala jsem různé koncentrace buněk, různé časové intervaly, ECL substráty a 

v některých případech i ředění protilátek. Konečný postup je uveden v kapitole 3.2.5 

Obrázek 14: Relativní aktivita intracelulárních signálních molekul v BMMC 

v intervalech 5, 30 a 60 minut od stimulace ionomycinem. 
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Obrázek 15: Vliv klíštěcích slin na intracelulární signální molekuly v BMMC 5 minut 

po stimulaci ionomycinem (* P<0,05, ** P <0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001). 

 

 

Obrázek 16: Vliv klíštěcích slin na intracelulární signální molekuly v BMMC 5 minut 

po stimulaci ionomycinem; signální array. 
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Nejprve se pomocí metody Western blottingu testovala aktivita ERK1/2 MAP kinázy, 

kde se ovšem inhibiční vliv slin, který naznačovala data ze signální array, potvrdit 

nepodařilo, a to ani v primárních ţírných buňkách (obrázek 18), ani v linii MC/9  

(obrázek 17). Z obou grafů je zřejmé, ţe po stimulaci obou typů MC dochází k aktivaci 

této kinázy. Nicméně jak se zdá, v MC/9 tuto kinázu klíštěcí sliny po 10 ani 30 minutách 

od stimulace buněk nijak neovlivňují. Naproti tomu po 60 minutách došlo k nárůstu její 

aktivity o 60 % oproti kontrole. V BMMC byl průběh podobný. Po 10 minutách nedošlo 

k ţádnému ovlivnění slinami, po 30 minutách se aktivita kinázy zvýšila o 35 % oproti 

kontrole. Oba grafy vyjadřují poměr fosforylované formy ERK1/2 vůči totálnímu ERK1/2 

proteinu, tedy relativní aktivitu ERK1/2. 
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Obrázek 17: Vliv klíštěcích slin na aktivitu ERK1/2 MAP kinázy v MC/9. 
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Obrázek 18: Vliv klíštěcích slin na aktivitu ERK1/2 MAP kinázy v BMMC. 
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ionomycinem a téţ signifikantně potlačena v přítomnosti klíštěcích slin, je p38 MAP 

kináza. Její aktivace po stimulaci ionomycinem a také ovlivnění klíštěcími slinami bylo 

sledováno opět v BMMC a v MC/9 pomocí Western blottingu. 
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(obrázek 20B). Na obou grafech je vynesen poměr fosforylované formy p38 vůči β-actinu, 

tedy relativní aktivita p38. 
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Obrázek 19: Vliv klíštěcích slin na aktivitu p38 MAP kinázy v MC/9. 
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Obrázek 20: Vliv klíštěcích slin na aktivitu p38 MAP kinázy v BMMC. 
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Z dat, která byla získána ze signální array, můţeme říci, ţe míra aktivace Akt 

(Ser473), na rozdíl od výše zmíněných kináz, dosahuje nejvyššího bodu v intervalu  

30 minut od stimulace buněk (obrázek 14). V pětiminutovém intervalu nedošlo k ovlivnění 

aktivity Akt ani ionomycinem, ani slinami (obrázek 15). Podobné výsledky přineslo  

i testování pomocí Western blottingu. Na obrázcích 21B a 22B můţeme vidět, ţe v BMMC 

i v MC/9 je zachován podobný trend, kdy byla detekována relativně vysoká bazální hladina 

aktivované Akt (Ser473) a ionomycin vykazoval výraznější stimulující účinek  

aţ při 30 minutové inkubaci s buňkami.  V intervalu 10 minut od stimulace byla 

pozorována vlivem klíštěcích slin zvýšená aktivita Akt a to jak v MC/9 tak v BMMC. 

Nicméně v intervalu 30 minut od stimulace ionomycinem byl v obou typech buněk 

zaznamenán výrazný inhibiční vliv slin na tuto kinázu. Míra aktivace byla dokonce 

výrazně niţší neţ v kontrolních vzorcích. Obrázek 21B znázorňuje poměr fosforylované 

formy Akt vůči totálnímu proteinu AKT1 a obrázek 22B poměr p-Akt vůči β-actinu. 
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Obrázek 21: Vliv klíštěcích slin na aktivitu Akt kinázy v MC/9. 
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Obrázek 22: Vliv klíštěcích slin na aktivitu Akt kinázy v BMMC. 

 

Poslední vybranou signální molekulou je nukleární faktor NF-κB (p65). Výsledky 
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23B je vynesen poměr fosforylované formy NF-κB vůči β-actinu. Na grafu 24B je vynesen 

poměr p-NF-κB vůči totálnímu proteinu NF-κB. 
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Obrázek 23: Vliv klíštěcích slin na aktivitu NF-κB v MC/9. 

 

A 

 

 

B 

 

 

 

 

 

Obrázek 24: Vliv klíštěcích slin na aktivitu NF-κB v BMMC. 

 

Všechny experimenty, kde byla sledována aktivita signálních molekul pomocí metody 
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6 Diskuze 

Klíště je, stejně jako ostatní parazité, nuceno bránit se imunitní reakci, se kterou se 

setkává ve chvíli, kdy vsune svůj hypostom do kůţe hostitele. Během svého vývoje si proto 

vyvinulo mnoho mechanismů, kterými je schopné se vypořádat s ataky, které na něho 

hostitel chystá. Velmi důleţitou roli zde hrají klíštěcí sliny. Ty pronikají do kůţe, kde 

ovlivňují mnohé buňky a snaţí se překonat obranu hostitele. Ţírné buňky, na které se tato 

práce zaměřuje, osidlují kůţi a sliznice a jsou tak mezi prvními buňkami, které přijdou 

s klíštěcími slinami do styku. MC mají široké spektrum účinků, které zprostředkovávají 

zejména pomocí mediátorů. Není proto překvapivé, ţe molekuly, které jsou obsaţeny 

v klíštěcích slinách, ovlivňují právě schopnost ţírných buněk produkovat různé bioaktivní 

látky. Za kontrolou produkce mediátorů a cytokinů ovšem stojí spletité buněčné signální 

dráhy. Signální molekuly, které jsou do nich zapojeny, jsou proto v tomto kontextu 

potencionálními cíli právě pro klíšťata, resp. pro látky v jejich slinách, které s nimi 

interagují a ovlivňují je. Cílem této práce bylo zjistit, zda dochází k ovlivnění produkce 

vybraných cytokinů klíštěcími slinami, jaké signální molekuly jsou v MC aktivovány 

ionomycinem a jaké naopak inhibovány slinami a v neposlední řadě navrhnout 

potencionální mechanismus, kterým klíštěcí sliny ovlivňují produkci cytokinů právě  

s ohledem na testované signální dráhy. 

 

6.1 Ovlivnění produkce cytokinů a chemokinů primárními ţírnými buňkami  

První část diplomové práce je zaměřena na sledování hladin cytokinů a chemokinů, 

které produkují ţírné buňky s ohledem na ovlivnění produkce klíštěcími slinami. Primární 

ţírné buňky, derivované z kostní dřeně myší, jsou vhodným in vitro modelem pro studium 

základních vlastností MC. 

Produkce cytokinů primárními ţírnými buňkami zaznamenaná v této práci 

korespondovala s předchozími studiemi, které se jiţ touto problematikou zabývaly (Galli et 

al. 1991; Burd et al. 1995; Harvima et al. 1994). Primární ţírné buňky po aktivaci 

produkovaly IL-3, IL-4, IL-6, IL-13, IL-1RA, TNF-α, M-CSF, GM-CSF, MCP-1, I-309, 

MIP-1α, IFN-γ, MIP-2, RANTES a slabý nárůst byl pozorován i u TARC a IL-2. Většina 

z těchto cytokinů a chemokinů byla také ovlivněna klíštěcími slinami. K signifikantnímu 

potlačení produkce došlo v případě IL-3, IL-4, IL-6, IL-13, TNF-α a IFN-γ a ve dvou 
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případech došlo také k up-regulaci (TARC a MIP-1β). Při dodatečném testování pomocí 

ELISA testu bylo dosaţeno stejných výsledků v případě IL-3, IL-4, a TNF-α. Vlivem 

klíštěcích slin na produkci cytokinů ţírnými buňkami jsme se jiţ v naší laboratoři zabývali 

dříve. Koudelková a Langhansová zjistily, ţe BMMC vykazují sníţenou produkci TNF-α a 

IL-4 v přítomnosti klíštěcích slin (Koudelková 2012; Langhansová et al. 2012). TNF-α je 

prozánětlivý cytokin a klíčový regulátor zánětlivé reakce (Bradley 2008), zatímco IL-4 

indukuje proliferaci a diferenciaci T buněk na Th2. Ty mají zásadní vliv na zrání B buněk, 

čímţ výrazně ovlivňují produkci protilátek (Choi & Reiser 1998). Potlačení produkce 

těchto cytokinů můţe tedy vést k narušení vzniku zánětu v místě sání a také ke sníţení 

schopnosti hostitele tvořit protilátky. Vliv klíštěcích slin na produkci IL-3 ţírnými 

buňkami doposud zkoumán nebyl. IL-3 (dříve známý jako multi-CSF) přispívá k lokální 

zánětlivé reakci, má výrazný vliv na krvetvorbu a představuje důleţitý růstový faktor  

pro ţírné buňky, které v jeho nepřítomnosti hynou (Frendl 1992). Výsledky, uvedené v této 

práci tak korespondují s modelem, kdy záměrem klíštěte je potlačit imunitní reakci 

hostitele. 

Inhibiční účinek slin na produkci IFN-γ BMMC, který naznačovala data z analýzy 

supernatantů pomocí cytokinové array, se potvrdit nepodařilo. Ve studii (Kopecký et al. 

1999) bylo zjištěno, ţe extrakt ze slin klíštěte Ixodes ricinus inhibuje produkci IFN-γ 

v myších splenocytech. Tento efekt byl pravděpodobně zprostředkován up-regulací IL-10, 

coţ byl také výsledek působení klíštěcích slin. Z našich výsledků je patrné, ţe k up-

regulaci IL-10 v BMMC nedošlo. Domnívám se, ţe z tohoto důvodu pravděpodobně 

nedošlo ani k výraznému potlačení produkce IFN-γ. 

Při sledování vlivu klíštěcích slin jsme se zaměřili také na dva chemokiny. Testování 

makrofágového zánětlivého proteinu MIP-2 ukázalo, ţe v případě preinkubace BMMC 

s klíštěcími slinami dochází k potlačení jeho produkce. Slepičková také testovala vliv SGE 

(extrakt ze slinných ţláz) na produkci tohoto chemokinu. Jako model pro své pokusy 

zvolila myší makrofágy a i zde zaznamenala inhibiční vliv SGE na MIP-2 (Slepičková 

2007). Tento chemokin je velmi důleţitý pro chemotaxi polymorfonukleárních leukocytů a 

indukuje lokální zánětlivou reakci (Wolpe et al. 1989). Inhibice zmíněného účinku je opět 

v souladu s modelem, kdy se klíště snaţí předejít mechanizmům, které mohou jakkoli 

narušit sání. 
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MCP-1 neboli monocytární chemotaktický protein, nabírá a aktivuje lymfocyty, 

makrofágy, paměťové T buňky a bazofilní buňky do místa potřeby (Castellani et al. 2009). 

Výsledky sledování produkce tohoto chemokinu v této práci původně naznačovaly, ţe 

v BMMC dochází vlivem slin ke sníţení jeho produkce. Nicméně tento účinek se při 

dalším testování (ELISA) nepodařilo potvrdit a zdá se, ţe sliny MCP-1 nijak výrazně 

neovlivňují. Existují studie, kdy bylo zaznamenáno sníţení produkce MCP-1 vlivem slin, 

ale téţ zvýšení. Zdá se, ţe na tuto skutečnost můţe mít vliv fáze sání, ve které se klíště 

momentálně nalézá. Hajnická studovala vliv slin tří druhů klíšťat na koncentraci cytokinů a 

chemokinů. Zjistila, ţe mezi druhy i cytokiny je poměrně velká variabilita, nicméně 

hladiny většiny vybraných molekul byly slinami potlačeny (Hajnická et al. 2005). Při 

testování vlivu slin klíštěte Ixodes ricinus na MCP-1 bylo zjištěno, ţe u samiček nedochází 

k výraznému ovlivnění koncentrace tohoto chemokinu v přítomnosti slin, coţ 

koresponduje i s výsledky, které se podařilo získat v mých experimentech. Tento efekt 

můţe být pravděpodobně způsoben tím, ţe anti-cytokinové molekuly obsaţené ve slinách 

se váţí přímo na dané cytokiny a chemokiny, čímţ brání specifickým protilátkám 

v přístupu k epitopům. To v konečném důsledku můţe vést ke sníţení detekovatelné 

hladiny cytokinů stanovované pomocí ELISA testů. 

 

6.2 Ovlivnění signálních molekul v ţírných buňkách 

Tato práce se dále zabývá problematikou signálních drah prostřednictvím sledování 

aktivity konkrétních signálních molekul. Intracelulární signalizace je velmi komplexní 

proces, do kterého je zapojena široká škála molekul, kdy kaţdá molekula sleduje svou 

vlastní kinetiku, některé molekuly mají rychlý nástup, jiné jsou aktivovány pozvolněji. 

V první řadě proto byla provedena signální array, aby bylo moţné zjistit, jaké signální 

molekuly jsou v MC aktivovány a v jakých časových intervalech a tato data byla poté 

ověřována pomocí Western blottingu. 

Kromě primárních ţírných buněk byla k analýze signálních drah vyuţívaná i buněčná 

linie MC/9. Důvodem bylo, kromě obohacení práce o výsledky získané vyuţitím jiného 

systému i problémy s derivací primárních ţírných buněk. V průběhu přípravy diplomové 

práce jsme byly nuceny změnit dodavatele cytokinů potřebných na derivaci ţírných buněk. 

Přestoţe byly zakoupeny nové rekombinantní formy těchto cytokinů, nepodařilo se ani 

po mnoha opakovaných derivacích opět navodit kýţený růst ţírných buněk a nebylo moţné 
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s nimi dále pracovat. Domníváme se, ţe za tímto neúspěchem stojí pravděpodobně špatná 

jakost dodaných růstových faktorů. 

První kinázou, kterou jsme se zabývali, byla ERK1/2 MAP kináza. Tato kináza byla 

v primárních ţírných buňkách i v buněčné linii MC/9 v přítomnosti ionomycinu poměrně 

silně aktivována. Kdyţ se podíváme na vliv klíštěcích slin, není zde příliš patrný jejich 

účinek na tuto kinázu, ačkoliv signální array naznačovala inhibiční vliv slin, který však 

nebyl signifikantní. Jiţ dříve byl pozorován inhibiční vliv slin na tuto signální dráhu 

(Oliveira et al. 2010; Lieskovská & Kopecký 2012). Zmíněné studie však byly prováděny 

na dendritických buňkách, naráţíme zde tedy na odlišný typ buněk, kde můţe docházet 

k různým regulacím intracelulárních molekul. Nicméně u obou typů ţírných buněk jsem 

v pozdějších intervalech zaznamenala naopak up-regulační účinek. ERK kináza se účastní 

tzv. Ras/Raf/Erk signální kaskády, která má zásadní vliv prakticky ve všech funkcích 

buňky a je proto nutné, aby byla velmi přísně regulována. V závislosti na typu buňky a 

stimulu můţe ERK zprostředkovávat různé antiproliferativní funkce, jako například 

apoptózu (Cagnol & Chambard 2010). Z tohoto důvodu by nemuselo vlivem slin dojít 

k inhibici této kinázy, ale naopak by pro klíště mohlo být přínosné tuto dráhu up-regulovat 

za účelem způsobení smrti ţírných buněk. 

Signální array naznačovala velmi výraznou aktivaci p38 v BMMC a také výrazný 

inhibiční vliv klíštěcích slin na tuto signální dráhu. Výsledky z WB jsou velmi podobné, 

aktivita p38 byla slinami potlačena v obou zvolených intervalech. V buněčné linii MC/9 

byl vývoj podobný a inhibiční vliv slin byl ve všech intervalech velmi výrazný. Podobně 

jako ERK1/2 je i p38 zapojena do regulace mnohých buněčných procesů. V ţírných 

buňkách řídí zejména produkci prozánětlivých cytokinů (IL-6, TNF-α) (Hochdörfer et al. 

2013). Jak jsem jiţ zmiňovala, produkce těchto dvou cytokinů byla slinami signifikantně 

potlačena. Domnívám se proto, ţe je zde korelace mezi inhibicí této signální dráhy a 

potlačením produkce cytokinů, a ţe klíště cílí právě na tuto kinázu ve snaze potlačit 

produkci prozánětlivých cytokinů, které by narušovaly proces sání. Inhibiční účinek 

klíštěcích slin na tuto kinázu byl také pozorován jiţ dříve (Oliveira et al. 2010). 

Aktivita kinázy Akt měřená fosforylací na Ser473 je v BMMC a stejně tak v MC/9 

v případě preinkubace s klíštěcími slinami v pozdějším intervalu od aktivace (30 a  

60 minut) výrazně sníţená. Existují studie, kde byl potlačující vliv slin na Akt také 

zaznamenán (Lieskovská & Kopecký 2012; Poole et al. 2009, 2013). Významným cílem 
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pro Akt je kináza GSK-3, která ve fosforylované formě umoţňuje syntézu glykogenu a tím 

podporuje růst buňky (Cross et al. 1995). Mimoto je také pozitivním regulátorem zánětu 

(Martin et al. 2005). GSK-3 byla podle dat z arraye v BMMC silně aktivována a klíštěcí 

sliny na ni měly signifikantní inhibiční účinek. Potlačení její fosforylace vede k obnovení 

inhibičního účinku GSK-3 a následně ke smrti buněk. Lze tedy předpokládat, ţe 

prostřednictvím inhibice Akt respektive GSK-3 pravděpodobně můţe docházet k potlačení 

rozvoje zánětu a téţ k buněčné smrti. Tomu nasvědčuje i skutečnost, ţe Akt potlačuje 

umírání buněk také prostřednictvím inhibice pro-apoptotického proteinu Bad (Datta et al. 

1997, 2002). Tento protein v de-fosforylované formě vykazuje pro-apoptotické účinky. 

V případě potlačení aktivace signální dráhy Akt, která Bad fosforyluje, můţe dojít 

k vymizení jejího vlivu na Bad a následně opět ke smrti buněk, v důsledku působení tohoto 

pro-apoptotického proteinu. Fosforylace proteinu Bad byla v BMMC vlivem klíštěcích slin 

také slabě inhibována, avšak tento vliv nebyl signifikantní a nebyl dále testován. Je proto 

ještě potřeba potvrdit tyto hypotézy dodatečnými experimenty zaměřenými 

na apoptózu MC. 

Nukleární faktor NF-κB (p65) byl poslední sledovanou molekulou. Tato molekula 

není zahrnuta v signální array, předpokládali jsme však, ţe klíštěcí sliny budou aktivitu 

této molekuly také potlačovat, jelikoţ potlačující účinek slin na dráhu NF-κB byl v naší 

laboratoři jiţ pozorován (Lieskovská et al. 2015). Je známo, ţe tento faktor je důleţitý 

pro regulaci a řízení rozvoje zánětu, prostřednictvím stimulace či inhibice různých 

transkripčních faktorů. Spolu s p38 se podílí na řízení produkce cytokinů, zejména IL-6 a 

TNF-α (Shimura et al. 2012; Zuckerman et al. 1991). Jedná se o velmi důleţité cytokiny, 

které napomáhají správnému rozvoji imunitní odpovědi. Jiţ výše jsem zmiňovala, ţe 

v BMMC bylo zaznamenáno signifikantní potlačení obou cytokinů klíštěcími slinami a 

nastínila jsem zde korelaci mezi tímto účinkem a potlačením dráhy p38. Při testování 

aktivity NF-κB pomocí WB byl zaznamenán inhibiční účinek slin na aktivitu této 

molekuly. Předpokládám proto, ţe produkce zmíněných cytokinů, a pravděpodobně  

i některých dalších, je v ţírných buňkách potlačena právě prostřednictvím inhibičního 

účinku na signální dráhy p38 MAP kinázy a NF-κB. 

Získané výsledky nám tak poskytují jistý náhled do komplexnosti a řízení těchto drah 

a také do jejich ovlivnění klíštětem při napadení hostitele. 

 



52 

 

7 Závěr 

1. Klíštěcí sliny vykazují inhibiční efekt na produkci IL-3, IL-4, TNF-α a MIP-2 

primárními ţírnými buňkami. 

2. V primárních ţírných buňkách i v buněčné linii MC/9 dochází vlivem ionomycinu 

k aktivaci ERK 1/2 MAP kinázy, p38 MAP kinázy a Akt. V primární kultuře ţírných 

buněk byla navíc detekována zvýšená aktivita NF-κB. 

3. Klíštěcí sliny vykazují inhibiční účinek na signální dráhu p38 MAP kinázy a  

NF-κB jak v primárních ţírných buňkách, tak v buněčné linii MC/9. Důsledkem 

inhibice těchto signálních drah můţe být ovlivněna produkce některých cytokinů  

v přítomnosti klíštěcích slin. Výrazně byla slinami potlačena i fosforylace Akt kinázy. 
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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 

BIMEL – Bcl-2-interacting mediator of cell death extra long 

BLC – B-lymphocyte chemoattractant 

BMMC – bone marrow mast cells, ţírné buňky izolované z kostní dřeně 

BOFES – bovinní fetální sérum 

C5 – komplementová komponenta 

CD – cluster of differentiation 

CREB – cAMP response element-binding protein 

CSF – kolonie stimulující faktor 

DC – dendritic cell, dendritická buňka 

EGF – epidermal growth factor, epidermální růstový 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 

IκB – inhibitor κB 

JNK – c-Jun N-terminal kinase 
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KC – keratinocyte chemoattractant 

LPS – lipopolysacharid 

LTB4 – leukotrien B4 

MAdCAM – mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 

MAP – mitogen-activated protein kinase, mitogenem aktivovaná proteinkináza 

MC – mast cell, ţírná buňka 

MCP – monocyte chemoattractant protein, monocytární chemotaktický protein 

MEK – mitogen-activated protein kinase kinase  

MHC – major histocompatibility complex, hlavní histokompatibilní komplex 

MIG – monokine induced by interferon-gamma 

MIP – macrophage inflammatory protein, makrofágový zánětlivý protein 

mTOR – mechanistic target of rapamycin 

NF-AT – nuclear factor of activated T-cells 

NF-κB – nukleární faktor kappa B 

NK – natural killers, přirozený zabíječ 

PARP – poly ADP ribose polymerase 

PGE2 – prostaglandin E2 

PH – pleckstrin homologní 

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 kmenových buněk 

SCFR – stem cell factor receptor, receptor pro faktor kmenových buněk 

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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