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1. UVOD

1.1 Vztah mezi hostitelem a parazitem

Parazité si béhem své evoluce vyvinuli dimyslné mechanismy, které jim umoziuji
ovliviiovat obranny sytém hostitele. Proteiny a dalsi molekuly syntetizované a sekretované
slinnymi zldzami klistat jsou pro tyto ektoparazity zasadni, aby mohli pfijimat potravu.
Proces sani trva vétSinou nékolik dni, pficemz klisté¢ shromazd’uje krev ve stievé a z néj jsou
zpétné sekretovany do hostitele voda a ionty. Pro zajisténi prodlouzeni doby sani se
prirozenou soucasti strategie parazita stala modulace imunitni odpovédi hostitele. Slinné zlazy
produkuji  mnozstvi bioaktivnich latek s antikoagula¢nimi, antihemostatickymi,
protizanétlivymi a imunosupresivnimi vlastnostmi, které reguluji interakce mezi klistétem a
hostitelem (Ribeiro a kol. 1985). K uspésnému sani parazita je nutné zabranit sraZeni krve a
vzniku zanétlivé reakce. Latky obsazené v klistécich slinach inhibuji agregaci trombocytl
v misté¢ poranéni, usnadiiuji sani zvétSenim krevniho prutoku, lokdlné potlacuji imunitni
odpovéd hostitele, narusuji hemostazu a také mohou usnadnit ptenos nejriiznéjSich patogend.
Agregaci krevnich desticek v misté sani zabranuji prostaglandiny (PGE,) a apyraza (Ribeiro a
kol. 1985).

Pro vyvoj protektivni imunitni odpovédi je tfeba, aby byl dany patogen degradovan
lysozomalnimi protedzami na krat8i peptidy a prezentovan pomoci MHC molekul na povrchu
antigen prezentujicich bunék. Bylo prokazano, Ze rizni intraceluldrni parazité blokuji cestu
prezentace antigenu, a tak unikaji imunitnimu systému. Cystatiny hlistic potlacuji funkci
proteaz pii zpracovani antigenu, dale pfispivaji ke snizeni proliferace T-lymfocyta hostitele a
indukuji protizanétlivou cytokinovou odpovéd’ (Hartmann a Lucius 2003). Geny kodujici
cystatiny byly nalezeny i v souboru piepisovanych gent slinnych Zlaz ixodidnich klist'at
(Valenzuela a kol. 2002), ale o jejich ptesnych funkcich toho zatim mnoho nevime.

V misté ptichyceni klistéte vznikd zanétliva reakce. Antigenni material z klistécich slin
zachycuji Langerhansovy buiiky, které migruji do lymfatickych uzlin, kde prezentuji antigeny
T-lymfocytim. T-lymfocyty rozliSujeme na Ty a T¢ lymfocyty. Ty lymfocyty jsou podle
vlastnosti produkovanych cytokini rozdélovany na dvé subpopulace Tyl a Ty2 (Mosmann a
Coffman 1989). Pro Tyl subpopulaci je charakteristické sekrece cytokinii IL-2, IL-12, TNF-a
a IFN-y; pro Ty2 subpopulaci IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 a IL-13. V imunitni odpovédi
hostitele na sani kliStéte se vyznamné uplatiiuji Tyl cytokiny, které maji vliv na dalsi

lymfocyty a myeloidni buiiky, chemotakticky plsobi na makrofagy, neutrofily, bazofily a



eozinofily. Timto zptisobem vznikd kozni bazofilni hypersenzitivita, coz je typ oddalené
precitlivélosti (Mosmann a Coffman 1989). Dale dochazi k produkci homocytotropnich
protilatek, které senzibilizuji bazofily a Zirné bunky (Christe a kol. 1998). Volné protilatky po
kontaktu s cirkulujicimi antigeny slin aktivuji komplement klasickou cestou. DileZitou
slozkou primarni imunitni reakce je také aktivace komplementu alternativni cestou, pii které
dochazi k uvolnéni anafylatoxinti. Ty jsou schopné zptisobit degranulaci bazofildi, Zirnych
bunck a tak i uvolnéni v nich pfitomnych mediatorl, napiiklad histaminu a serotoninu.
Histamin inhibuje sani a mize zapfi€init az odpadnuti klistéte (Paine a kol. 1983).

Klistata proto ucinné moduluji imunitni systém hostitele ve sviij prospéch. V jejich
slindch byly objeveny proteiny vazajici histamin, které blokuji u¢inky histaminu a serotoninu
uvolnénych z granul bazofili a zirnych bunék (Paesen a kol. 1999). Sliny klistat Ixodes
dammini (. scapularis) inhibuji vazbu C3b a C5b slozek komplementu na povrch bunék, a
tak brani aktivaci komplementu alternativni cestou (Ribeiro 1987). Navic obsahuji inhibitor
hydrolyzy C3 slozky komplementu a snizuji tak produkci anafylatoxinu C3a, ktery je dilezity
pro degranulaci bazofilii a zirnych bun¢k (Ribeiro a Spielman 1986). Bylo také zjisténo, ze
sliny téhoz druhu kliStéte potlacuji funkci neutrofild, jejich agregaci a produkci
superoxidového aniontu (Ribeiro a kol. 1990). Extrakt ze slinnych Zlaz castecné nasatych
samic Dermacentor reticulatus snizuje aktivitu NK bunék (Kube$ a kol. 1994). NK buiky
maji zasadni roli v produkci prozanétlivého cytokinu IFN-y a vlivem jeho snizené produkce
dochazi k polarizaci imunitni odpovédi smérem k Ty2. Cilem strategie kliStéte je dosdhnout
modulace smérem k Ty2 typu imunitni odpovédi, protoze vytvari vétSi moznost pro jeho
uspéSné sani a preZziti.

Produkty slinnych zlaz zasahuji do cytokinové kaskady, a tak ovliviiuji imunitni odpoved’
organismu (Hajnicka a kol. 2005). Extrakt ze slinnych Zlaz klistéte Dermacentor andersoni
suprimuje produkci IL-1, TNF-a, IL-2 a IFN-y (Ramachandra a kol. 1992). Dale bylo
dokazano, ze extrakty ze slinnych zlaz riznych ixodidnich klistat (Dermacentor reticulatus,
Amblyommma variegatum, Ixodes ricinus) snizuji mnozstvi IL-8 prostfednictvim vazby
molekuly obsazené ve slinach na tento cytokin (Hajnicka a kol. 2001).

Mechanismus ptisobeni extraktu ze slinnych zlaz na produkci mysSiho prozanétlivého

cytokinu MIP-2, funkéniho homologu IL-8 nebyl zatim studovan.



1.2 Cytokiny

Obecny pojem cytokiny zahrnuje rtiznorodé skupiny regulacnich molekul s pfevazné
parakrinnim, autokrinnim ale i endokrinnim ptisobenim. Radime sem nap¥. rozsahlou skupinu
interleukinti, chemokiny, interferony, faktory nekrotizujici nadory, dale kolonie stimulujici a
rastové faktory. V lidském organismu maji nezastoupitelnou roli v plnéni Sirokého spektra
ukolt — ucastni se rtznych imunitnich reakci, zdnétlivych procesti a regenerace tkani. Dale
ovliviiuji kancerogenezi, angiogenezi, fadu mozkovych funkci apod. (Racek a kol. 2006).

Vsechny cytokiny jsou uvoliiovany zbunék a v minutdch mohou indukovat zmény
v diferenciaci, migraci, sekreci nebo rdstu jinych bun¢k a to cestou vazby na specificky
receptor. Plisobeni miize byt pleiotropni, kdy jeden cytokin mé vliv na vice typt buiiek nebo
redundantni, kde rizné cytokiny ovliviiuji jeden typ bun&k. Cytokiny byvaji oznacovany jako
tzv. tkdnové hormony, pfiC¢emz hranice mezi oznaenim cytokin a hormon je neostra.
V posledni dobé€ se totiz ukazalo, ze i nékteré klasické hormony (ACTH, prolaktin) se mohou
za urcitych okolnosti chovat jako cytokiny a receptory zminénych dvou skupin jsou si velmi

podobné (Klener a spolupracovnici 1997). Existuje mnoho zptisobi, jak klasifikovat cytokiny,

vvvvvv

rrrrr

v humorélni nebo bunécné imunité, antivirové (interferony) a hematopoetické (Klener a
spolupracovnici 1997).

V organismu se cytokiny vyskytuji v pomérné nizkych koncentracich a pro jejich
stanoveni se vyuziva citlivych imunologickych metod (ELISA testy), které jsou schopny

detekovat mnozstvi téchto latek v jednotkach pikogramd.

1.3 Chemokiny IL-8 a MIP-2

Chemokiny jsou malé peptidy, které maji schopnost aktivovat a chemicky ptitahovat
subpopulace leukocytl a nékteré¢ nehemopoetické buniky. Chemokiny se podle polohy prvnich
dvou sparovanych vysoce konzervovanych cysteinti sekvence aminokyselin déli na 4 skupiny:
CXC, CC, CX3C, a C (Kopydlowski a kol. 1999, Murdoch a Finn 2000). Podle primarni
struktury je délime na a-chemokiny, které ovliviiuji zejména neutrofily a na B-chemokiny,
pusobici preferenéné na monocyty. Chemokiny piisobi chemoatrakci riznych typt leukocytu,
stimuluji expresi leukocytarnich B, integrint, zvySuji tvorbu leukotrienti a také adhezi

neutrofil k endoteliim.



1.3.1 IL-8 (interleukin-8)

Interleukin-8 je neglykosylovany protein o molekulové hmotnosti 8 kDa a tadi se mezi
chemokiny. Bylo popsano 14 strukturdlné podobnych chemokinti v jejichz molekule je témér
50% identickych sekvenci aminokyselin. IL-8 je hlavnim pfedstavitelem a-chemokinl
(Klener a spolupracovnici 1997).

Interleukin-8 je chemotakticky faktor pro neutrofily, piisobi inhibici migrace a tim
hromadéni fagocytujicich neutrofilii v zanétlivém lozisku. Soucasné ptisobi uvolnéni
adhezivnich molekul a degranulaci neutrofilnich granulocyti suvolnénim enzymi -
myeloperoxiddzy a elastdzy. Ma angiogenni U¢inky. Existuji 2 formy tohoto cytokinu -
polypeptid tvofeny 77 aminokyselinami produkuji endotelidlni builkky a reaktivngjsi
polypeptid obsahujici 72 aminokyselin sekretuji pfevazné makrofagy. Zdrojem IL-8 jsou
monocyty, fibroblasty, endotelidlni bunky, keratinocyty, T-lymfocyty, NK bunky a
trombocyty, a to piedev§im po stimulaci cytokiny IL-1 a TNF-o. Nestimulované buiky
neprodukuji vyznamné mnozstvi tohoto chemokinu. Syntézu IL-8 snizuji IL-4, IL-10, IL-13,

TGF a glukokortikoidy (Dunlevy a Couchman 1995).

1.3.2 MIP-2 (makrofagovy zanétlivy protein-2)

Jedna se o bazicky protein o ptiblizné molekulové hmotnosti 8 kDa. Je to mysi funkcni
homolog interleukinu-8. Podobné jako IL-8 patii do rodiny a-chemokinti a mé identické
ucinky v aktivaci neutrofilnich granulocyt. Poprvé byl izolovan z myS$i bunééné linie RAW
264.7 stimulované lipopolysacharidem (Wolpe a kol. 1989). Jeho produkce vyznamné stoupa
za ucasti cytokint IL-1 a TNF-a (Dunlevy a Couchman 1995).

Ackoli experimenty na bunéénych kulturach odhalily mnoho typti bunék schopnych
produkovat MIP-2, buné¢né zdroje in vivo nejsou jasné definovany (Matzer a kol. 2001).
Autor studoval expresi mRNA tohoto cytokinu v tkdnich normélnich mysi a infikovanych
bakterii Yersinia enterocolitica. Vysledky prokazaly podstatnou expresi MIP-2 mRNA
v kostni dieni normalnich mysi, ale nikoli v dalSich organech (slezina, plice, jatra).
Bakterialni infekce zpiisobila pétinasobny nartst v poctu MIP-2  pozitivnich
polymorfonukleara, které se shromazdily ve slezin€ a byla provazena silnou produkei slezinné
MIP-2 mRNA. Zaroveii trojndsobné poklesl pocet bun¢k produkujicich MIP-2 v kostni dfeni.

Jako bunécny zdroj MIP-2 jsou uvadény makrofagy, epitelidlni bunky, kostni dfen,
endotelialni buiiky, astrocyty a zirné buiiky. Rekombinantni MIP-2 plisobi chemotakticky na
mysi 1 lidské neutrofily, zaroven zvySuje expresi adhezivnich molekul Mac-1 na povrchu

bun¢k (Jerva a kol. 1997).



1.4 Chemokinové receptory

Pisobeni chemokini je fizeno pomoci receptor spojenych s G-proteiny. Dosud
analyzované receptory spfazené s G-proteiny maji podobnou strukturu tvofenou jedinym
polypeptidovym fetézcem o piiblizné¢ 350 aminokyselinach, ktery sedmkrat prostupuje
bunécnou membranou tam a zpét. N-konec je kratky, nachazi se v extracelularnim prostoru a
obsahuje N-vazna mista glykosylace. Intracelularni C-konec obsahuje zbytky serini a
threoninti, které¢ funguji jako mista fosforylace pro regulaci receptoru. Mezi prvni a druhou
extracelularni smyckou se nachdzi disulfidicky mustek mezi vysoce konzervovanymi
cysteiny. Skupina  a-chemokind sdruzuje peptidy s aminokyselinovou strukturou CXC (IL-
8, PF-4, GRO, NAP-2, ENA-78 a dalsi). Pro skupinu CXC existuje celkem 5 receptortl,
oznacuji se zkratkami CXCR1 — CXCRS5 (Murdoch a Finn 2000).

1.4.1 Receptor pro interleukin-8

Pfitomnost receptoru pro interleukin-8 na povrchu granulocytti poprvé dokézal Peveri a
kolektiv (1988). Existuji 2 zékladni vysoce afinni receptory vazajici IL-8 (Murdoch 2000).
Oba receptory vykazuji homologii v 77% aminokyselin.

CXCRI1 (IL-8 RA) je tvoten 350 aminokyselinami, poprvé byl klonovan Holmesem a kol.
(1991). Specificky vaze pouze IL-8, ale v posledni dob¢ se zd4, Ze vazby na tento receptor je
schopen i GCP-2 (Murdoch a Finn 200).

CXCR2 (IL-8 RB) je tvotfen 355 aminokyselinami, poprvé ho klonovali Murphy a
Tiffany (1991). Kromé IL-8 a GCP-2 vaze i GRO, NAP-2 a ENA-78 (Murdoch a Finn 2000).

Oba typy receptori jsou exprimovany na vSech granulocytech, monocytech, zirnych
bunkach, nékterych CD8+ T-lymfocytech a CD56+ NK buiikach. Stejné mnoZstvi obou typl
receptorli je pfitomné na neutrofilech, ale zda se, ze monocyty a pozitivni lymfocyty
exprimuji vice typ 2 nez 1. Vazba interleukinu-8 na neutrofil rychle snizi internalizaci expresi
receptorti, ktera je nasledovdna proteolytickou degradaci IL-8 lysozomalnimi enzymy.
Receptor je poté recyklovéan a vraci se zpét na povrch membrany neutrofilu (Samanta a kol.
1990).

Navic byl objeven jesté 3. receptor schopny vazby IL-8, tzv. receptor DARC (Dufty
antigen receptor for chemokines). Ma stejnou strukturu se sedmi transmembranovymi
doménami jako vySe dva jmenované receptory, ale pravdépodobné nepracuje ve spojeni
s G-proteiny. Je schopny vazat jak CXC tak CC chemokiny — tj. IL-8, GRO-a, RANTES,
MCP-1, MCP-3 aj. Exprimuji ho endotelidlni bunky, erytrocyty a T-lymfocyty a hraje
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vyznamnou roli v patogenezi malérie, protoze erytrocyty, které nemaji na svém povrchu
DARC nemohou byt napadeny Plasmodiem vivax, puvodcem onemocnéni (Murdoch a Finn
2000, Barnwell a kol. 1989).

1.4.2 Receptor pro MIP-2
MIP-2 se vaze na lidské 1 mysi neutrofily. Vazba na lidsky receptor IL-8 RA (CXCR1) je

témét zanedbatelna. Vysokou afinitu vSak vykazuje pii vazbé na lidsky receptor IL-8 RB

(CXCR2) a mysi homolog tohoto receptoru (Jerva a kol. 1997).

1.4.3 Mechanismus pienosu signalu

K ptenosu signalu dochazi pomoci receptoru spojeného s G-proteinem. G-protein se
sklada ze tii podjednotek — a, B a y. V nestimulovaném stavu je na podjednotku o navazan
GDP a G-protein je v klidu. Navaze-li se k sedmindsobné transmembranovému receptoru
signalni molekula (ligand) dojde ke konformacéni zméné a aktivaci G-proteinu. Podjednotka o
uvolni GDP a nahradi ho GTP. To zplsobi rozd€leni proteinu na o podjednotku s
navazanym GTP a samostatny komplex Py. Ob¢ tyto ¢asti mohou piimo interagovat s cili
v plazmatické membran¢, a tak ptedavat signal k dalSim mistim urceni. Takto se aktivuje
enzym fosfolipaza C, ktera §tépi fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat na inositol-1,4,5-trifosfat (IP3)
a diacylglycerol (DAG). Tyto dvé molekuly funguji jako tzv. sekundarni posli¢ci (Alberts a
kol. 1998, Hofejsi a Barttiikova 2005, Murdoch a Finn 2000).

IP; difunduje cytosolem k endoplazmatickému retikulu, kde po navéazani otvira Ca’"
kanaly. Vapenaté ionty proudi do cytosolu po spadu elektrochemického potencidlu. DAG
zUstava soucasti membrany a piisobi ve spojeni s vdpenatymi ionty na aktivaci proteinkindz.
Aktivovand kindza zacne fosforylovat intracelularni substraty. Fosforylaci pozménéné
intracelularni proteiny mohou piimo nebo zprostfedkované ovliviiovat transkripci gentl,
stavbu cytoskeletu, degranulaci a sekreci superoxidovych aniontt (Alberts a kol. 1998).

Po urcité dobé je GTP véazany na o podjednotku hydrolyzovan na GDP, komplex o
podjednotky s GDP se odpoutd od enzymu, spoji se opét s dimerem By a receptorem, a tak se

obnovi ptivodni stav (Murdoch a Finn 2000).

1.5 Vyznam neutrofilii v imunitnim systému

Neutrofilni granulocyty (polymorfonukleary) tvoii 60 - 70% celkového poctu bilych

krevnich bunék. Jedna se o zakladni bunky nespecifické imunity a hlavni bunky zanétlivé
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reakce. Maji segmentované jadro a v jejich cytoplazmé se vyskytuje velké mnozstvi granul
obsahujicich lytické a baktericidni enzymy. V krvi pfezivaji jen kratce, ptiblizné¢ 6 az 12
hodin. Perifernich neutrofill je asi 7% z celkového mnozstvi, zbyvajicich 93% je v kostni
dfeni, odkud se prubézné vyplavuji, takze se v obehu udrzuje stalé mnozstvi (Hoiejsi a
Barttikova 2005).

Jejich vyznam spociva predevSim ve schopnosti chemotaxe a fagocytézy — jako prvni
migruji do mista zanétlivé reakce, Ucastni se likvidace patogenu a jsou soucdsti hnisu.
Spole¢né s eosinofilnimi granulocyty, monocyty a makrofdgy je oznacujeme jako
profesionalni fagocyty. V misté zdnétu adheruji k vaskularnim endoteliim pomoci receptord,
poté dochdzi k fizenému piesunu neutrofili do extravaskuldrniho prostoru, kde fagocytuji
invadujici mikroorganismy (Hoftejsi a Bartinikova 2005).

Neutrofily se zachycuji na povrchu endotelidlnich bunék, kde se pod vlivem zanétlivych
cytokini exprimuji adhezivni molekuly. Jako prvni se projevi interakce mezi selektiny a
sacharidovymi strukturami na povrchu neutrofilii (zejména oligosacharidem zvanym
sialyl-Lewis™ antigen). Tato prvotni reverzibilni adhezivni interakce, tzv. rolling (kutaleni),
pohyb neutrofilii zpomali. Pokud je pfitomen v okoli zanétlivy signal (naptf. cytokin nebo
chemokin) dochazi v dalsi fazi k vazbé povrchovych adheznich molekul neutrofilt, tzv.
Brintegrini (LFA-1, Mac-1) na povrchovy glykoprotein endotelidlnich bunck ICAM-1
(intercellular adhesion molocule-1; CD54). Tato vazba je jiz ireverzibilni a zpiisobi pranik
neutrofild do mista zanétlivé reakce ve tkani (Hofejs$i a Bartiiikova 2005). Do mista zanétu
fagocyty sméruji rizné chemotaktické faktory. Hlavni chemotaktickou latkou pro neutrofily je
cytokin (chemokin) interleukin-8 (Klener a spolupracovnici 1997).

Béhem fagocytozy dochazi k vyraznému vzestupu v oxidativnim metabolismu. Tato
reakce se oznacuje jako tzv. respiracni (oxidativni) vzplanuti, které je zprosttedkovano
aktivaci NADPH oxidéazy. Ta katalyzuje reakci, pfi niz NADPH reaguje s kyslikem za vzniku
NADP+ a superoxidového radikalu (O;). Z n¢j pak dalSimi reakcemi vznika tzv. singletovy
kyslik, peroxid vodiku a hydroxylovy radikal. Reaktivni kyslikové radikaly (ROI) jsou
oxida¢nimi Cinidly, které maji negativni vliv na struktury biopolymerii mikroorganismd,
narusuji aktivitu jejich enzymt a poSkozuji DNA (Hoftejsi a Bartlitkova 2005).

Polymorfonukleary produkuji i fadu cytokinovych medidtorti a kolonie stimulujicich

faktorti, v€etné IL-1, IL-3, IL-6, IL-12, TNF (Matzer a kol. 2001) a G-CSF.
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1.6 Cysteinové peptidazy a jejich inhibitory

Cysteinové peptidazy sdruzuji skupinu proteolytickych enzymt, které Stépi peptidické
vazby. Existuji ve vSech organismech, patii sem endoprotedzy i exoprotedzy a obecné maji
nezastupitelnou Ulohu v intracelularnim katabolismu peptidd a proteinli, zpracovani
proenzymi a prohormoni, odbouravani kolagenu. Dale se Uc¢astni imunitni odpovédi -
zpracovani antigenu a zanétu (Hartmann a Lucius 2003). Funkce téchto proteaz je regulovana
cystatiny. Cystatin vytvaii spolené s protedzou té€sny ekvimoldrni reverzibilni komplex
(Bobek a Levine 1992) a blokuje jeji aktivni misto. Inhibitorové forma zajiSt'uje ochranu tkani
pfed destruktivni proteolyzou vlastniho, bakteridlniho a virového piivodu. Podle
aminokyselinovych sekvenci (potfadi) se rozdé€luji inhibitory cysteinovych protedz do tii
hlavnich rodin (Hartmann a Lucius 2003).

Prvni rodinu (stefiny) tvoii neglykosylované jednodoménové proteiny, které postradaji
disulfidické miustky a signalni sekvence. Jsou pievdzné intracelularni a charakteristické
zastupce predstavuji lidské cystatiny A a B. Druhd rodina (cystatiny) zahrnuje proteiny
s disulfidickymi mustky a typickymi signalnimi sekvencemi. Pfevazuji v télnich tekutinéch,
ale najdeme je i1 v tkanich. Do této skupiny patii lidské cystatiny C, D, S, SA a SN. Ve tfeti
roding (kininogeny) se nachazi multifunkéni proteiny s disulfidickymi mistky. Jejich syntéza
probiha v jatrech, odkud se vylucuji do krve, kde spole¢né s a,-makroglobulinem ptedstavuji
hlavni inhibitory cysteinovych proteaz.

V posledni dob¢ se ukazuje, Ze cystatiny hraji dilezitou roli ve vztahu mezi hostitelem a
parazitem. Nejprozkoumanéjsi imunomodula¢ni U¢inky jsou popisovany na cystatinech
hlistic. Rizné cystatiny parazitickych hlistic inhibuji aktivitu cysteinovych protedz, ptispivaji
ke snizovani proliferace T-lymfocyti hostitele, potlacuji zanétlivou odpovéd a indukuji
tvorbu protizanétlivych cytokind. Typickou odezvou je polarizace smérem k T2 typu
odpovédi za markantniho zvySeni produkce interleukinu-10 a tvorby NO myS$imi makrofagy
(Schierack a kol. 2003).

Geny kodujici inhibitory cysteinovych protedz byly nalezeny v souboru piepisovanych
genl riznych ixodidnich klistat (Valenzuela a kol. 2002). Karim a kol. (2005) prokazal
funk¢ni vyznam cystatinu pro uspésné sani druhu Amblyomma americanum za pouziti RNA
interference. Pfi pferuseni exprese cystatinu se snizila schopnost sani. Pouze nizké procento
klist'at bylo schopné dokoncit sani a naklast vajicka.

V roce 2005 dokéazal Kato a kol. schopnost lidského cystatinu A (inhibitor obsazeny

v potu) blokovat produkci interleukinu-8 lidskymi keratinocyty stimulovanymi cysteinovymi
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protedzami. IL-8 se od ostatnich cytokinii odliSuje svou schopnosti specificky aktivovat
neutrofilni granulocyty.

Potlaceni zanétlivé reakce spolu s produkci imunomodula¢nich molekul vyznamné
usnadiiuje prenos patogenu. Tento jev byl nazvan slinami aktivovany prenos — SAT (saliva
activated transmission). SAT neni typicky jen pro klistata, ale i dals$i krev sajici vektory.
Imunosuprese v misté sani umoziuje patogenu snadno kolonizovat nového hostitele a zaroven
klistéti zvySuje objem nasaté krve. Jak jiz bylo uvedeno vySe, privodnim jevem slinami
aktivovaného pfenosu je produkce Ty2 cytokini za soucasné suprese Tyl cytokinové

odpovedi.
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2. CILE PRACE

o kvantifikace MIP-2 ELISA metodou

a testovani vybranych mysich linii makrofagovych bunék a peritonealnich makrofagii na

produkci MIP-2

0 hodnoceni vlivu extraktu ze slinnych Zlaz (SGE) a slin klistéte Ixodes ricinus na
produkci MIP-2 a IL-8

o hodnoceni vlivu rekombinantnich cystatini na produkci MIP-2 a IL-8
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Laboratorni zvirata

V préci byly pouzity inbredni mysi kmenti BALB/c (Velaz, Ceska republika), C57BL/6J
(Velaz, Ceska republika) a klistata Ixodes ricinus (chov Parazitologicky ustav, AVCR, Ceské
Budéjovice). Mysi byly chovany ve standardnich podminkach pfi teploté¢ 22°C a 65 %

vlhkosti vzduchu. Standardni granulovana strava a voda byly k dispozici ad libitum.
3.2 Buné¢né suspenze

3.2.1 Mysi bunécné linie

V pokusech byly pouzity kultury P388/D1, PMJ2/R a WEHI (odd¢€leni Imunologie
parazitoz, PaU AVCR, Ceské Budgjovice).
P388/D1 jsou nediferencované mysi krevni buniky srychlym rastem a nizkou adhezi,
z hlediska vyvoje se jednd o nediferencované makrofdgy. PMJ2/R je makrofdgova linie
ziskana transformaci makrofagh mysi C57BL virem J2. Tyto buniky ¢aste¢né adheruji. WEHI
je adherujici makrofagova linie. Bunky byly kultivovany v termostatu pii 37°C. Kultury se
uchovévaji zamrazené v tekutém dusiku.

Kultivaéni médium: RPMI 1640 (Sigma) + 5 % BOFES (Sigma) + 1 % L-glutamin
(Sigma) + 1 % antibiotika (Sigma) + 0,1 % 2-merkaptoethanol (Sigma)

3.2.2 Mysi peritonealni makrofagy

Peritonedlni makrofagy byly ziskdny vyplachem peritonedlni dutiny mysi vychlazenym
RPMI 1640 médiem o objemu 5 ml.

Kultivaéni médium: RPMI 1640 (Sigma) + 5 % BOFES (Sigma) + 1 % L-glutamin
(Sigma) + 1 % antibiotika (Sigma) + 0,1 % 2-merkaptoethanol (Sigma)

3.2.3 Mysi splenocyty

Suspenze splenocytli byla pfipravena zmyS$i sleziny protlacenim pfes sitko do
vychlazeného RPMI 1640 média bez ptidavku séra za trojnasobného promyti.
Kultivacni médium: RPMI 1640 (Sigma) + 5 % BOFES (Sigma) + 1 % L-glutamin (Sigma) +
1 % antibiotika (Sigma) + 0,1 % 2-merkaptoethanol (Sigma)
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3.2.4 Lidska bunééna linie

Buiiky THP-1 jsou monocytérni linii s rychlym rlstem.
Kultivacni médium: RPMI 1640 (Sigma) + 10 % BOFES (Sigma) + 1 % L-glutamin (Sigma)
+ 1 % antibiotika (Sigma) + 0,1 % 2-merkaptoethanol (Sigma)

3.3 Priprava SGE

Slinné zlazy byly vypreparovany ze 6 dni nasatych samic Ixodes ricinus. Z vypitvanych
zlaz uchovanych ve zkumavce s 1ml PBS byl pfipraven homogenat sonikaci na
ultrazvukovém homogenizatoru po dobu 30 sekund a amplitudé 4 um. Ke kazdému SGE byl
pfidan inhibitor proteaz (Protease inhibitor coctail, Sigma) fedény 1:500. Vznikla suspenze
byla centrifugovana pii 14000 otackach a 4°C po dobu 30 minut pro odstranéni nerozpustné
frakce. Poté byla stanovena koncentrace proteinu v supernatantu (Bradford 1976). Extrakty ze

slinnych zl4z se uchovavaji zamrazené pii -70°C.

3.4 Priprava slin

Sliny byly piipravené ze samic Ixodes ricinus, které saly 6 — 7 dni. Klist'ata byla fixovana
na podlozni skli¢ka. Produkce slin do mikrokapilar (Sigma) nasazenych na hypostom byla
indukovana aplikaci roztoku pilocarpinu v alkoholu na hibetni stranu klistat a inkubaci
v termostatu pti 37°C. Sliny byly ziskdny po 3 hodinach vyprazdnénim mikrokapilar. Poté
byla stanovena koncentrace proteinu ve vzorku (Bradford 1976). Sliny se uchovavaji

zamrazené pii -70°C.
3.5 Schéma jednotlivych pokusii

3.5.1 Produkce MIP-2 mySimi buiikami

V pokusu byly pouzity bunécné linie WEHI, P388/D1, PMJ2/R, peritonealni makrofagy
zmySsi BALB/c a splenocyty. K urceni po¢tu bunck bylo vyuzito Biirkerovy komirky. Bylo
odebrano pozadované mnozstvi bunécné suspenze, kterd se centrifugovala 10 minut pti 1000
otaCkach a 4 °C. Supernatant byl odstranén a k buitkkdm bylo pfidano Cerstvé médium tak, aby
v kazdé jamce 96-jamkového panelu (TPP, Svycarsko) bylo vzdy 1x10° bungk ve 200 pl
v ptipad¢ linii WEHI, P388/D1, PMJ2/R a peritonealnich makrofagh. V ptipad¢ splenocyta
bylo naneseno 1x10° bunék. Do uréitych jamek bylo piidano 10 pl lipopolysacharidu (LPS),

tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 2 pg/ml. Poté byl panel vlozen do termostatu a
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inkubovan pti 37°C a 3,5 % CO,. Supernatanty byly odebrany v ¢asovych intervalech 24 a 48
hodin a testovany ELISA metodou.

3.5.2 Produkce MIP-2 mySimi buiikami za pritomnosti SGE

Schéma pokusu bylo obdobné vySe uvedenému. Bunky byly nasazeny ve 100 pl média,
v dalSich 100 pl byl pfidan extrakt ze slinnych 714z (SGE) o kone¢né koncentraci 5 pg/ml
nebo médium. Buniky byly stimulovany lipopolysacharidem, jehoz vysledna koncentrace byla
0,714 pg/ml. LPS byl vzdy ptidan po 2 hodinach ptisobeni SGE na buiky. Vzorky byly

odebrany v ¢asovém intervalu 24 hodin a déle testovany.

3.5.3 Produkce MIP-2 v zavislosti na ¢ase

Byla pouzita bun&éna linie PMJ2/R. Testované jamky obsahovaly 1x10° bun&k v 200 pl
média. Do nékterych jamek bylo pfiddno 10 pl LPS v kone¢né koncentraci 1 pg/ml.
Supernatanty byly odebirany v ¢asovych intervalech 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, 24, 32 a 48 hodin.

3.5.4 Vliv riiznych SGE na produkci MIP-2 buiikami PMJ2/R
Jednotlivé jamky obsahovaly 1x10° bungk ve 100 pl média. V dalsich 100 ul byly

pfidany jednotlivé extrakty ze slinnych Z1az v koneéné koncentraci 5 pg/ml. Cast jamek byla
po dvouhodinové preinkubaci s SGE stimulovana LPS s vyslednou koncentraci 10 ng/ml.

Soucasti kontrol byly inhibitory protedz. Vzorky byly odebrany v ¢asovém intervalu 3 hodiny.

3.5.5 Vliv SGE na produkci MIP-2 peritonealnimi makrofagy

Byla pfipravena suspenze bunck peritonealniho néaplavu z Sesti mysi kmene C57BL/6J.
Mnozstvi makrofaghh bylo ureno jako 20 % bilych krevnich bunck, coz je standardni
procentudlni zastoupeni makrofagii v suspenzi bunck peritonealniho naplavu (tento udaj byl
ziskan ptedchozi analyzou na pritokovém cytometru). Do jednotlivych jamek bylo nasazeno
6x10° bungk (1,2x10° makrofagi), které byly inkubovany pfes noc v termostatu pfi 37°C a
3,5 % CO;. Druhy den bylo médium odsato a bunky 2x promyty RPMI 1640, ¢imZ doslo
k odstranéni vétSiny neadherovanych bunék a v jamkéch zlstaly prevdazné makrofagy.
K makrofagiim bylo poté piidano 100 pl Cerstvého média. Soucasti pokusu byly jamky kde
byly ponechany buiiky celého naplavu, pouze bylo opatrné odsato médium a k buitkam bylo
pfidano 100 pl cerstvého média. V dalSich 100 pl byly ptfidany SGE a sliny v kone¢né
koncentraci 10 pg/ml, déale inhibitory proteaz a médium. Bunky byly stimulovany LPS o
vysledné koncentraci 100 ng/ml. Vzorky byly odebrany po dvou hodinach.
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3.5.6 Vliv riiznych SGE na produkci IL-8 buiikami THP-1

V pokusu byla pouzita lidskd buné¢éna linie THP-1. Byla pfipravena bunééna suspenze
tak, aby v kazdé jamce panelu bylo 1x10° bunék ve 100 pl. V dalsich 100 pl byly pfidany
jednotlivé extrakty o vysledné koncentraci 10 pg/ml. Buiiky byly stimulovany pomoci LPS o

koncentraci 100 ng/ml. Supernatanty byly odebrany v ¢asovém intervalu 6 hodin.

3.5.7 Mechanismus piisobeni SGE na MIP-2

V pokusu byl pouzit produkt buné¢k PMIJ/2R jiz obsahujici MIP-2, ktery byl ziskén
pfedchozi stimulaci téchto bunék pomoci LPS o koncentraci 10 ng/ml. Vzorek byl odebran
v ¢asovém intervalu 3 hodiny, koncentrace cytokinu (0,4 ng/ml) byla ur¢ena ELISA metodou.
Déle byl pouzit rekombinantni MIP-2 protein (PeproTech) o koncentraci 0,6 ng/ml.
K supernatantu nebo rekombinantu o objemu 800 pl s pfitomnym cytokinem byly ptidany
vybrané druhy SGE o vysledné koncentraci 10 pg/ml. Kontrola obsahovala inhibitory proteaz
ve stejné koncentraci jako v SGE a PBS. Vysledny zasobni roztok byl rozdélen po 120 pl do
mikrozkumavek (Eppendorf). Cast byla inkubovana pii laboratorni teploté (22°C), &ast
v termostatu (37°C). Po tfihodinové inkubaci byly jednotlivé vzorky testovany ELISA

metodou.

3.5.8 Mechanismus piisobeni SGE na IL-8

Pokus byl ptipraven analogickym zptsobem jako v piedchozi kapitole. Buniky THP-1
byly stimulovany LPS o koncentraci 100 ng/ml. Po Sesti hodinach byl odebran supernatant,
koncentrace v ném pritomného cytokinu IL-8 (0,7 ng/ml) byla stanovena ELISA metodou.
Déle byl pouzit rekombinantni IL-8 (BioSource, Belgie) o koncentraci 0,8 ng/ml. Ve vlastnim
pokusu byl testovan produkt bunék i rekombinantni cytokin a to pii 22°C a 37°. Vzorky byly

odebrany po Sesti hodinach.

3.5.9 Mechanismus inhibice MIP-2

Do mikrozkumavek bylo nasazeno 4x10° PMJ2/R bungk ve 400 ul média. V dalsich 400 pl
byl pfidan SGE 141 v kone¢né koncentraci 10 pg/ml nebo kontrola obsahujici inhibitory
proteaz ve stejné koncentraci jako v SGE a PBS. Po dvouhodinové preinkubaci s SGE byly
buiiky 5x promyty RPMI médiem. Poté bylo naneseno vzdy 1x10° bunék ve 200 ul do jamek
96-jamkového panelu a k poloving bylo ptfidano 10 pl LPS v kone¢né koncentraci 10 ng/ml.
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Po tfihodinové inkubaci byly odebrany supernatanty, které byly dale testovany na mnozstvi

pritomného MIP-2 proteinu.

3.5.10 Vliv rekombinantniho cystatinu na produkci MIP-2 a IL-8

Do kazdé jamky bylo ptidano 1x10° bungk ve 100 pl. Ve stejném objemu byl do
urenych jamek pfidan cystatin, dale aktin a SGE vzdy s vyslednou koncentraci 10 pg/ml.
Supernatanty byly odebrany po tfech hodinach v ptipadé PMJ2/R bunék a po Sesti hodinach u
THP-1 bunék. Rekombinantni cystatin z klistéte O. moubata pouzity v pokusu byl pfipraven

Mgr. Lenkou Grunclovou.
3.6 ELISA test

3.6.1 Stanoveni cytokinu MIP-2

Roztoky:

- vazebny roztok: PBS (0,8 g NaCl, 0,29 g Na,HPO,, 0,2 g KH,PO4, 0,02 g KCl ve 100
ml deionizované vody)

- promyvaci roztok: PBS s 0,5% Tween-20

- blokovaci roztok: 10% PTS v PBS

- tedici roztok: 1% PTS v PBS s 0,05% Tween-20

- substratovy roztok: 10 ml fosfocitratového pufru pH 5 (1,84 g Na,HPOs . 12 H,O,
0,51 g C¢HgO7 . H,O ve 100 ml deionizované vody) + 4 mg OPD (Sigma) + 4 ul H,O,

- zastavovaci roztok: 2M H,SOy4

K ur¢eni mnozstvi cytokinu MIP-2 v jednotlivych supernatantech byl pouzit komeréni kit
pro kvantifikaci cytokini (PeproTech). Vlastni testovani probihalo v 96-jamkovych
mikrotitra¢nich deskach (Nunc F Maxisorp) podle dodaného navodu.

Nejprve se na dno kazdé jamky navézala zachytna protilatka o koncentraci 0,5 pg/ml,
objemu 50 pl a nechala se inkubovat ve vlhké komtrce (uzaviené nadobé se dnem pokrytym
navlhéenym filtracnim papirem) pfes noc pfi laboratorni teploté. Druhy den byly jamky 4x
promyty promyvacim roztokem a poté do nich bylo naneseno 300 pl blokovaciho roztoku,
ktery slouzi k vyblokovani nespecifickych mist. Blokovani probihalo 1 hodinu ve vlhké
komtrce pti laboratorni teploté. Poté byly jamky opét 4x promyty, byly piidany jednotlivé
supernatanty testovanych vzorkli a rekombinantni protein jako standard v objemu 100 pl.

Standard byl dvojkovou fadou fedén z 10 ng/ml az na nulovou koncentraci a vysledky byly
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pozdéji vyuzity k sestrojeni kalibrac¢ni kiivky. Vzorky byly inkubovany 2 hodiny ve vlhké
komiirce pii laboratorni teploté. Nasledn¢ byly jamky 4x promyty a do kazdé jamky byla
pfidana detekéni (biotinylovand) protilatka o koncentraci 0,25 pg/ml, objemu 50 pl. Detekéni
protilatka se op¢t inkubovala po dobu 2 hodin ve vlhké komirce pfi laboratorni teploté. Po
inkubaci byly jamky 4x promyty a dale inkubovany se 100 pl avidin peroxidazy fedéné
1:2000, ktera po tficeti minutach oznacila navazanou detek¢ni protilatku. Poté byly jamky 4x
promyty a do jamek byl pfidan substratovy roztok o objemu 100 pl, ktery byl pfipraven tésné
pfed pouzitim a vSe bylo ponechano ve tmé. Peroxid vodiku - substrat pro peroxidazu -
uvolnil kyslik, ktery oxidoval chromogen OPD a vznikla charakteristickd barevna reakce.
Vyvoj barvy byl zastaven pfidanim 100 pl 2M H,SO4 do kazdé jamky a nasledné byly
odecteny hodnoty absorbance na vertikalnim spektrofotometru (Multiskan MCC/340, Finsko)

pii vinové délce 490 nm.

3.6.2 Stanoveni cytokinu IL-8

Roztoky:
- vazebny roztok: uhli¢itanovy pufr pH 9,4 (0,43 g NaHCOs, 0,53 g Na,CO3 ve 100 ml
deionizované vody)
- promyvaci roztok: PBS s 0,5% Tween-20
- blokovaci roztok: 10% PTS v PBS
- ftedici roztok: 10% PTS v PBS
- substratovy roztok: 10 ml fosfocitratového pufru + 4 mg OPD (Sigma) + 4 ul H,O,

- zastavovaci roztok: 2M H,SOy4

K uré¢eni mnozstvi cytokinu IL-8 v jednotlivych supernatantech byl pouzit komer¢ni kit
pro kvantifikaci cytokini (BioSource, Belgie). Vlastni testovani probihalo v 96-jamkovych
mikrotitracnich deskach (Nunc F Maxisorp) podle dodaného navodu.

Nejprve se na dno kazdé jamky navazala zachytna protilatka o koncentraci 1 pg/ml,
objemu 50 pl a nechala se inkubovat pies noc pii teploté¢ 4°C. Druhy den byly jamky 1x
promyty promyvacim roztokem a poté do nich bylo naneseno 300 ul blokovaciho roztoku.
Blokovani probihalo 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté byly z jamek odstranén blokovaci
roztok a byly pfidany jednotlivé supernatanty testovanych vzorkil a rekombinantni protein
jako standard v objemu 100 pl. Standard byl dvojkovou fadou fedén z 5 ng/ml az na nulovou
koncentraci a vysledky byly pozdéji vyuzity k sestrojeni kalibracni kiivky. Soucasné se

vzorky byla pfidana i detekéni protilatka o koncentraci 0,04 pg/ml a objemu 50 pl.
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Nasledovala inkubace po dobu 2 hodin za stalého tfepani pii laboratorni teploté. Po inkubaci
byly jamky 5x promyty a dale inkubovany se 100 ul avidin peroxidazy fedéné 1:6000, ktera
po tficeti minutdch oznacila navdzanou detekéni protilatku. Poté byly jamky 5x promyty byl
pridan substratovy roztok o objemu 100 pl, ktery byl pfipraven tésné pted pouzitim a vse bylo
ponechano ve tm¢. Vyvoj barevné reakce byl zastaven pridanim 100 pl 2M H,SO4 a nasledné
byly odecteny hodnoty absorbance na vertikalnim spektrofotometru (Multiskan MCC/340,

Finsko) pfi vlnové délce 490 nm.

3.7 Statistické zpracovani

Vsechny pokusy byly provadény v triplikacich, v programu Microsoft Excel byly
vypocteny pruméry a smérodatné odchylky, které byly pouzity pro vytvoieni grafii. Statistické
analyzy probihaly pomoci Studentova t-testu a analyzou variance (jednocestnd ANOVA)
v programu Statistica 7. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami byly v grafech

oznaceny hvézdickou.
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4. VYSLEDKY

4.1 Produkce MIP-2 mySimi burikami

Prvnim cilem bylo ur¢it, jestli mySi bunécné linie, peritonedlni makrofagy a splenocyty
aktivované lipopolysacharidem (LPS) produkuji prozanétlivy cytokin MIP-2 (graf 1). Schéma
pokusu popisuje kapitola 3.5.1. Na stimulaci LPS reagovaly vSechny typy bunék (nejlépe
PMIJ2/R a splenocyty) s vyjimkou linie WEHI. V ptipadé bunék PMJ2/R a splenocyti doslo
po indukci LPS az k Sestkrat vyssi produkci cytokinu oproti nestimulované kontrole. Toto
zvySeni produkce MIP-2 po aktivaci LPS bylo statisticky vyznamné u linii P388/D1, PMJ2-R
a splenocytti. Odbér ve 24. a 48. hodin¢ se pfili§ nelisil v mnozstvi produkovaného MIP-2,

proto byly vzorky v dalSich pokusech odebirany v ¢ase 24 hodin po stimulaci LPS.
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Graf 1: Produkce cytokinu MIP-2 mySimi buitkami za pfitomnosti lipopolysacharidu. Koncentrace LPS: 2 pg/ml.
* statisticky vyznamny rozdil oproti skupiné kontrola 24h, ** statisticky vyznamny rozdil oproti skupiné

kontrola 48h (P<0,05).

4.2 Produkce MIP-2 mySimi buiikami za pritomnosti SGE

Bylo zjistovano, jak dané typy buné€k reaguji na stimulaci LPS za soucasné pfitomnosti
extraktu ze slinnych zlaz (Graf 2). Plan pokusu zachycuje kapitola 3.5.2. Na stimulaci
endotoxinem reagovaly opét vSechny druhy bunék, vyjma linie P388/D1. Vlivem SGE doslo
k vyraznému poklesu mnozstvi MIP-2 v ptipad¢ stimulovanych bunéénych linii WEHI a
PMIJ2/R, a to 0 46 % a 36 %. Produkce byla potlacena i u peritonedlnich makrofagii, kde
ubytek ¢inil 21 %. V pripadé linie WEHI byl soucasné¢ zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil u nestimulovanych bunék v pfitomnosti SGE. SniZzeni nebylo zaznamendno u

splenocytil. Splenocyty v pfitomnosti extraktu ze slinnych zlaz zvySovaly produkci MIP-2.
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Graf 2: Produkce cytokinu MIP-2 mysimi buiikami za pfitomnosti extraktu ze slinnych zlaz a lipopolysacharidu.
Koncentrace SGE: 5 pg/ml; LPS: 0,714 pg/ml. * statisticky vyznamny rozdil oproti skupiné LPS, ** statisticky

vyznamny rozdil oproti skupiné kontrola (P<0,05).

V dalSich testech byly soucasti kontrol ve skupinach s SGE inhibitory protedz. Inhibitory
proteaz nemély vliv na snizeni mnozstvi MIP-2. Buiiky PMJ2/R byly urceny nejlepsi linii
schopnou reagovat na stimulaci LPS a ovlivnéni SGE. Bohuzel tuto schopnost popiraly dalsi
pokusy, kde hodnoty koncentrace cytokinu MIP-2 ve vzorcich obsahujicich SGE odpovidaly
hodnotdm kontrolnich bunék. Proto bylo dal$im krokem testovani vybranych druht SGE na
buiikdch PMJ2/R.

Pro vylouceni kontaminace extrakti mikroorganismy, které by mohly zkreslit vysledek
reakce, byly vSechny vzorky prefiltrovany pres filtr o velikosti port 0,22 um (Millex GP,
Millipore). Neméné dulezit¢é bylo také stanovit vlastni produkci cytokinu MIP-2

v jednotlivych ¢asovych intervalech.

4.3 Produkce MIP-2 v zavislosti na ¢ase

V tomto pokusu byla sledovana produkce MIP-2 v jednotlivych ¢asovych intervalech.
Schéma pokusu zachycuje kapitola 3.5.3. Vysledek popisuje graf 3. Samotné bunky
(neaktivované LPS) vykazuji v porovnani se stimulovanymi mnohem niZ$i hodnoty produkce.
V prvni hodin¢ byl rozdil mezi nestimulovanymi a LPS aktivovanymi bufikami vice nez
trojnadsobny, béhem druhé hodiny byl tento vzestup jiz Sestindsobny. Maximalniho rozdilu
bylo dosazeno v 24. hodinég, kde se hodnoty stimulovanych bunék od nestimulovanych lisily
vice nez 48-krat.

Vzristajici trend v produci MIP-2 u stimulovanych bunék je patrny mezi 1. az 6.
hodinou, poté zlstavda mnozstvi MIP-2 témér konstantni. Diky tomuto vysledku byla

optimalni dobou odbéru dalSich testti urcena 3. hodina.
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Graf 3: Produkce cytokinu MIP-2 stimulovanymi a nestimulovanymi buiikami PMJ v zavislosti na case.

Koncentrace LPS: 1 pg/ml. * statisticky vyznamny rozdil oproti skupin€ kontrola (P<0,05).

Dale jsem zjistovala jaké nejnizsi koncentrace LPS je jest¢ schopnd stimulovat PMJ

bunky. Buiky byly stimulovdny lipopolysacharidem o koncentraci 1 az 1000 ng/ml,

cwwr

odpovidala 10 ng/ml, proto byla tato koncentrace pouzivana v dalSich testech.

4.4 Vliv riznych SGE na produkci MIP-2 buiikami PMJ2/R

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, jak jednotlivé extrakty ze slinnych Zldz ovliviiuji
produkci MIP-2 buiikami PMJ2/R. Schéma pokusu popisuje kapitola 3.5.4. Z nasledujiciho
grafu (graf 4) vyplyva, ze SGE 138, 141 a 143 maji schopnost snizovat mnozstvi cytokinu
MIP-2. Vlivem SGE 138 doslo k poklesu koncentrace MIP-2 o 30 %, v ptipadé¢ SGE 143 o 25
% vici kontrole. Nejvyrazngjsi ubytek (55 %) byl pozorovan u SGE 141. SGE 133 statisticky

vyznamné zvysuje koncentraci MIP-2. U ostatnich extraktii nebyla zaznamenana suprese.
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Graf 4: Testovani vlivu riznych extraktt slinnych z1az na produkci cytokinu MIP-2 buikami PMJ2/R v ¢asovém
intervalu 3 hodiny. Koncentrace SGE: 5 pg/ml; LPS: 10 ng/ml. IP = inhibitory proteaz. * statisticky vyznamny
rozdil oproti skupiné kontrola (P<0,05).
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4.5 VIliv SGE na produkci MIP-2 peritoneilnimi makrofagy

V tomto pokusu byl sledovan vliv SGE na produkci MIP-2 peritonealnimi makrofagy
(graf 5). Postup pokusu je popsan v kapitole 3.5.5. Nebyl zaznamenan rozdil v produkci
cytokinu mezi aktivovanymi a kontrolnimi buiikami. Vyznamné se neliSily ani hodnoty mezi
promytymi makrofdgy a nepromytymi bunikami celkového peritonealniho néaplavu. Jen
v pfipad€ nestimulovanych bunék mél SGE 141 schopnost suprimovat produkci MIP-2, a to
jak u promytych tak i nepromytych bunék. Tento pokles byl statisticky vyznamny a odpovidal
snizeni 0 61 % u promytych a 0 36 % u nepromytych bunck. Zaroven byl u nestimulovanych
bunék pozorovan vyrazny vzestup produkce MIP-2, a to v pfipadé¢ SGE 138 vzhledem ke
kontrole. U promytych bun¢k tento narGist v mnozstvi MIP-2 odpovidal zvyseni o 104 %,
v ptipadé nepromytych o 117%. Statisticky vyznamné zvySeni bylo zaznamenano také

v ptipad¢ slin a SGE 133. Pokus byl dvakrat opakovan se srovnatelnymi vysledky.
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Graf 5: Testovani vlivu riznych extraktd slinnych zl4z na produkcei cytokinu MIP-2 peritonealnimi makrofagy
v Casovém intervalu 3 hodiny. Koncentrace SGE: 10 pg/ml; stimulace LPS: 100 ng/ml. IP = inhibitory proteaz.
* statisticky vyznamny rozdil oproti skupiné kontrola (P<0,05).

4.6 Vliv riznych SGE na produkci IL-8 butikami THP-1

Snizeni mnozZstvi v pfitomnosti SGE bylo zaznamenino v pifipad¢ cytokinu IL-8
produkovaného lidskou monocytarni linii THP-1 (Graf 6). Schéma pokusu vystihuje kapitola
3.5.6. Statisticky vyznamné snizeni koncentrace IL-8 bylo zaznamenano u Ctyfech z osmi
testovanych SGE. V ptipadé SGE 137 se jednalo o 65 % pokles. U SGE 138, SGE 141 a SGE
142 byl pozorovan pokles v uvedeném potadi o 84%, 80% a 77% v piipadé bunck
stimulovanych LPS. Buiiky neaktivované LPS vykazovaly také statisticky vyznamné snizeni
mnozstvi MIP-2 za pfitomnosti vySe uvedenych SGE. Ostatni SGE statisticky vyznamné

zvySovaly mnozZstvi pfitomného IL-8, a to v priméru o 13 az 34 %.
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Graf 6: Testovani vlivu riznych extraktii slinnych zl4z na produkci cytokinu IL-8 buitkami THP-1 v ¢asovém
intervalu 6 hodin. Koncentrace SGE: 10 pg/ml; LPS: 100 ng/ml. IP = inhibitory proteaz. * statisticky vyznamny

rozdil oproti skuping kontrola LPS, ** statisticky vyznamny rozdil oproti skupiné kontrola (P<0,05).

4.7 Mechanismus piisobeni SGE na MIP-2

Byl studovan mechanismus pisobeni SGE na mnozstvi MIP-2 v supernatantu bunéénych
kultur a na rekombinantni cytokin (Graf 7) podle schématu pokusu uvedeném v kapitole
3.5.7. Zuvedeného grafu vyplyva, ze SGE 138, 141 a 142 maji schopnost interagovat
s prisluSnym cytokinem a vyrazné snizovat jeho mnozstvi. Vlivem SGE tedy doslo ke snizeni
mnozstvi MIP-2 o 53% v ptfipad¢ rekombinantniho proteinu a o 66% v piipadé produktu
ziskaného stimulaci bun¢k PMJ2/R. SGE 133 tuto schopnost nema.

Teplota, pii které byly vzorky inkubovany, neméla vliv na interakci mezi cytokinem a SGE.
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Graf 7: Mechanismus ptsobeni SGE na rekombinantni cytokin MIP-2 a na cytokin pfitomny v supernatantu

bunécné kultury. Koncentrace SGE: 10 pg/ml. * statisticky vyznamny rozdil oproti skupiné kontrola (P<0,05).
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4.8 Mechanismus piisobeni SGE na IL-8

Podobnym zptsobem jako v pfedchazejici kapitole byl zkouman i mechanismus ptisobeni
SGE na IL-8 (Graf 8). Schéma pokusu popisuje kapitola 3.5.8. Vlivem SGE doslo ke
statisticky vyznamnému snizeni mnozstvi cytokinu IL-8 pfitomného v supernatantu v piipadé
SGE 138, 141 a 142. Tento pokles byl pozorovan jak u rekombinantniho IL-8, tak i
u produktu bun¢k obsahujiciho IL-8 ziskaného piedchozi stimulaci bunék THP-1. Teplota, pfi

které byly vzorky inkubovany, neméla vliv na interakci mezi cytokinem a SGE.
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Graf 8: Mechanismus ptusobeni SGE na rekombinantni cytokin IL-8 a na pfitomny v supernatantu bunécné

kultury. Koncentrace SGE: 10 pg/ml. * statisticky vyznamny rozdil oproti skupiné kontrola (P<0,05).

4.9 Mechanismus inhibice cytokinu MIP-2

Predmétem tohoto pokusu bylo zjistit mechanismus inhibice produkce cytokinu MIP-2,
zda se jedna pouze o vazbu molekuly obsazené ve slindch klistéte na tento cytokin nebo jiz
primarni ovlivnéni produkce cytokinu na bunécné urovni. Bunky promyté po preinkubaci
s SGE odpovidaly hodnotdm promytych kontrolnich bunck. Ke snizeni mnozstvi cytokinu
doSlo pouze u SGE, které bylo po celou dobu inkubovano s buiikami. Ke zméné nedoslo ani

v ptipadé, kdy byly buiiky promyty az po spole¢né preinkubaci SGE s LPS.

4.10 Vliv rekombinantniho cystatinu na produkci MIP-2 a IL-8

Rekombinantni cystatin z klistéte Ornithodoros moubata nemél suprimujici G¢inek na
produkci cytokinu MIP-2 produkovaného PMJ2/R buitkami ani na produkei cytokinu IL-8
produkovaného bunécnou linii THP-1 ve srovnani s kontrolnim proteinem, kterym byl aktin

z téhoz klistéte.
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5. DISKUSE

Cilem této prace bylo urcit vliv extrakti ze slinnych zlaz klistéte Ixodes ricinus na
produkci mysiho prozanétlivého cytokinu MIP-2, funkéniho homologu IL-8. MIP-2 je
podobné jako IL-8 vyznamnym chemotaktickym faktorem pro neutrofily. Neutrofily jsou
hlavnim nespecifickym obrannym mechanismem hostitelského organismu a pro jejich
schopnost fagocytdzy byvaji oznacované jako profesionélni fagocyty. IL-8 zptisobuje inhibici
migrace neutrofild, jejich adhezi k endoteliim a nasledné¢ nahromadéni v zanétlivém loZzisku.
Podobné jako MIP-2 stimuluje expresi leukocytarnich B, integrinti (Dunlevy a Couchman
1995) a zvySuje tvorbu leukotrieni. V misté zanétu dochazi k degranulaci neutrofilnich
granulocyt za uvolnéni riznych enzyma (Klener a spolupracovnici 1997). Vliv SGE na
produkci lidského cytokinu IL-8 je pomérn¢ dobie prozkouman, ale uUcinek extraktu ze
slinnych 714z na tvorbu MIP-2 nebyl zatim studovan. Z tohoto diivodu byla vétSina pokust
provedena na mysich bunkach produkujicich MIP-2.

Prvnim ukolem bylo testovani vybranych myS$ich linii makrofdgovych bunc¢k a
peritonedlnich makrofagti na produkci MIP-2. Produkce tohoto cytokinu vyrazné stoupa
v pfitomnosti LPS a po stimulaci bun¢k prozanétlivymi mediatory, napt. IL-1 a TNF
(Kopydlowski a kol. 1999). Proto byl i mnou LPS pouzivan k aktivaci bun¢k (graf 1).

Dale jsem sledovala vliv SGE na produkci MIP-2 a po ziskani bunééné linie THP-1 1 vliv
na produkci IL-8. Je zndmo, Ze produkty slinnych Zlaz klistat u¢inné zasahuji do imunitniho
systému hostitele, a tudiz i do cytokinové kaskady. Vlivem sani dochazi k polarizaci T-
lymfocytarni odpovédi smérem k Ty2 za soucasné suprese produkce Tyl cytokind.
Fuchsberger a kolektiv (1995) sledoval na leukocytech lidské periferni krve indukci produkce
mRNA vybranych cytokind (napft. IL-1, IL-8, TNF-a, IFN-y) pomoci LPS a jeji potlaceni
pomoci SGE ¢asteéné nasatych samic Rhipicephalus appendiculatus. V mych pokusech
doslo ke snizeni detekovatelného mnozstvi prozanétlivych cytokini MIP-2 a IL-8, ale ne u
vSech Sarzi testovanych SGE (graf 4 a 5) a k supresi dochazelo pouze v krat§im ¢asovém
intervalu. To pravdépodobné souvisi s vlastni produkci MIP-2, kde Kopydlowski a kol.
(1999) zaznamenala prudky narast koncentrace tohoto cytokinu béhem prvni ptl hodiny po
stimulaci LPS, ale poté zlistavalo mnozstvi cytokinu témét konstantni. Tento trend jsem také
pozorovala (graf 3). Proto ma pravdépodobné vazba molekuly obsazené ve slinach kliStéte na
cytokin vyznam pouze v ¢asné fazi, kdy je nutné co nejrychleji zabrénit produkci IL-8,

chemoatrakci neutrofild a rozvoji zanétu. Jistou lohu by mohla hrat variabilita jednotlivych
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extraktli a v nich pfitomnych molekul. Mozny vyznam ma i vliv SGE na produkci TNF-a,
ktery je stejné jako IL-8 jednim z prvnich cytokini zanétlivé reakce. Extrakty schopné
suprese IL-8 se vyznaCovaly i pomérné¢ vyznamnou schopnosti snizovat mnozstvi TNF-a.
Podobné vysledky jsem ziskala i u linie THP-1 v pfipad¢ tvorby IL-8, kde Ctyfi z osmi
extraktti suprimovaly mnozstvi tohoto cytokinu. Také Hajnické a kolektiv (2001) prokazala
supresi IL-8 pravdépodobné prostfednictvim vazby jedné nebo vice molekul obsazenych ve
slinach na produkovany cytokin. Pokud se tato molekula navéze na IL-8, zabrani mu ve vazbé
na receptor, a tim inhibuje chemotaxi neutrofild. Montgomery a kol. (2004) ovSem uvadi, Ze
v ptipad¢ slin |. scapularis nedochéazi k inhibici chemotaxe, ale ke sniZzeni exprese [
integrini na povrchu neutrofilli, a tim ke sniZzeni adheze téchto bunék. Pokud testujeme vliv
SGE na produkci cytokinu stimulovanymi leukocyty a SGE je pfitomen po celou dobu
experimentu, nelze rozlisit, zda SGE ovliviiuje produkei nebo jen detekci cytokinu. To se da
rozlisit pouze inkubaci rekombinantniho cytokinu s SGE. V ptipadé¢ MIP-2 a IL-8 jde zifejmé
o vazbu cytokinu na n¢jakou molekulu slin a tim jeho inaktivaci, tj. ztraté biologického
ucinku. Tato aktivita klistécich slin (SGE) byla pozorovana pro IL-2 (Gillespie a kol 2001),
IL-8 (Hajnicka a kol. 2001) a TNF-a (Konik a kol. 2006). Vazba molekuly z kliStécich slin na
cytokin totiz brani vazbé protilatky, a tim detekci cytokinu v ELISA testu.

Soucasti prace bylo i testovani rekombinantniho cystatinu na produkci MIP-2 a IL-8.
Ackoli Kato a kolektiv (2005) dokazal, ze lidsky cystatin A inhibuje produkci IL-8,
rekombinantni cystatin z klistéte O. moubata pouzity v mém pokusu nemél suprimujici ucinek
na produkci cytokini MIP-2 a IL-8, coz mohlo byt zptsobeno druhem klistéte.

V kazdém piipad¢ ovlivnéni produkce casnych prozanétlivych cytokini je pro kliste
dalezit¢ pro jeho uspé€sné sani, protoze zanét je velmi uCinnou obranou vu¢i tomuto
parazitovi. Modulace imunitni odpovédi vyuzivaji i klistaty pfendSené patogeny, které mohou
v hostiteli snadnéji prezit a mnozit se (Nuttall 1998). Protoze neutrofily tvofi primarni
obrannou bariéru proti infekci, potlaceni chemotaxe neutrofili do mista zanétu mize mit
vyznamny vliv na $ifeni infekce a mize byt jednou z pticin SAT efektu.

Pokud by se podaftilo identifikovat molekulu vazajici IL-8, bylo by mozné pfipravit jeji
rekombinantni formu, ktera by slouzila k imunizaci mysi a naslednému sledovani SAT
efektu. Imunizace rekombinantnim proteinem by vedla k vytvareni protilatek, které by samy o
sob¢ mohly zabranit v ovlivnéni neutrofili kliStécimi slinami a ptipadné zabranit sani.
Studium imunomodula¢nich mechanisml je zdkladem vyvoje vakcin blokujicich ptenos

patogent (pathogen transmission-blocking vakcin) (Wikel a kol. 1997).
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6. SOUHRN

o Byl prokazan inhibi¢ni efekt SGE 1. ricinus na produkci mysiho prozanétlivého
cytokinu MIP-2 produkovaného mysi buné¢nou linii PMJ2/R v piipad¢ tiech z osmi

vybranych SGE v ¢asovém intervalu 3 hodiny po stimulaci LPS.

o Byl prokdzan inhibi¢ni efekt SGE I. ricinus na produkci lidského prozanétlivého
cytokinu IL-8 produkovaného lidskou bunécnou linii THP-1 v ptipadé¢ Ctyfech z osmi

vybranych SGE v ¢asovém intervalu 6 hodin po stimulaci LPS.

0 Inhibice produkce MIP-2 a IL-8 je zalozena na interakci cytokinu s SGE. Ovlivnéni

produkce nebylo prokazano.
o Rekombinantni cystatin klistéte O. moubata nema v porovnani s kontrolnim proteinem

supresivni G¢inek na produkci cytokinlit MIP-2 a IL-8 bunécnymi liniemi PMJ2/R a

THP-1.
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7. PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

ACTH - adrenokortikotropni hormon

BOFES - bovinni fetalni sérum

CD - povrchovy znak (cluster of differentiation)

CXC, CC - typ chemokinu dle polohy sparovanych cysteinti

DARC - receptor (Duffy antigen receptor for chemokines)

DTH - ptecitlivélost oddaleného typu (delayed-type hypersenzitivity)
ELISA - imunologicka metoda (enzyme-linked immunosorbent assay)

ENA-78 - chemokin (epithelial neutrophil-activating protein-78)

GCP - chemotakticky peptid pro granulocyty (granulocyte chemotactic peptide)
GDP / GTP - guanosindifosfat / guanosintrifosfat

GRO - onkogen (growth-related oncogen)

ICAM - molekula zprostfedkujici adhezi (intercellular adhesion molecule)

IL - interleukin

kDa - kilodalton (jednotka molekulové hmotnosti)

LFA-1 - adhezni molekula (lymphocyte function-associated antigen-1)

Mac-1 - adhezni molekula (macrophage antigen-1)

MCP - chemoatrakéni peptid pro monocyty (monocyte chemoattractant peptide)
MHC - hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
MIP - makrofagovy prozéanétlivy protein (macrophage inflammatory protein)
NAP-2 - peptid aktivujici neutrofily (neutrophil-activating peptide-2)

OPD - o-fenylendiamin

PBS - fostaty pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
PF4 - destickovy faktor 4 (platelett factor 4)

PTS - prekolostralni teleci sérum

RANTES - chemokin (regulated upon activation normal T cell expressed and secreted)
ROI - reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygen intermediates)

RPMI - kultiva¢ni médium (Roswell Park Memorial Institute)

SAT - slinami aktivovany pfenos (saliva activated transmission)

SGE - extract ze slinnych zlaz (salivary gland extract)

TGF - transformujici ristovy faktor (transforming growth factor)

T, Tc - pomocny (helper T-cell), cytotoxicky (cytotoxic T-cell) lymfocyt
TNF - nadory nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)
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