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Anotace

Kuspésnému dokonceni krmeni klistata vyuzivaji proteinové latky obsazené ve slinach,
diky nimz jsou schopna potla¢it imunitni reakci hostitele. U nékterych klistat (napf.
Rhipicephalus sanguineus) se ovsem zjistilo, ze jsou ve slinach obsazeny i nizkomolekularni
latky neproteinového charakteru. Cilem prace bylo zjistit, zda tyto neproteinové molekuly
jsou pfitomny ve slinach naSich klistat Ixodes ricinus. V této praci se konkrétné jedna
o0 prostaglandin E> a adenosin. Druhym cilem bylo pomoci PKA inhibitoru zhodnotit ulohu
obou nizkomolekularnich slozek (nebo alespon jedné z nich) v supresi produkce cytokinu
TNF-alfa vhodnymi bunikami pomoci klistécich slin.

Ticks use proteinaceous molecules contained in their saliva to suppress immune response of
the host to complete their succesful feeding. In some ticks (e.g. Rhipicephalus sanguineus)
presence of non-proteinaceous molecules was discovered. The aim of this work was
to determine the amount of these molecules in the saliva of Ixodes ricinus tick. Namely,
prostaglandin E2 and adenosine were analyzed. The second aim of this work was to evaluate
the role of both low molecular weight components (or at least one of them) in the
suppression of TNF-alfa cytokine production in suitable cells by ticks saliva.
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Seznam pouzitych zkratek
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ADP, AMP, ATP
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1 Uvod

Klistata jsou krevsajici ektoparazité, ktefi potiebuji K sani krve potlacit imunitu
daného hostitele. Cini tak postupnym uvoliiovanim proteinovych a neproteinovych molekul
obsazenych ve slindch s protisrazlivou, protizanétlivou a imunomodula¢ni aktivitou. Diky
tomu mohou klistata na svém hostiteli sat nékolik dni, uspé$n¢ se nakrmi a dokon¢i zivotni
cyklus. Nekolik téchto molekul bylo jiz charakterizovano a byly identifikovany jejich
specifické funkce. Chitindzy, muciny, ixostatiny, cystatiny, defenziny, hyaluronidazy,
proteiny s Kunitzovou doménou, lektiny a lipokaliny jsou znamé jako proteinové molekuly,
prostaglandiny a endokanabinoidy jako neproteinové molekuly (Dickinson et al., 1976;
Ribeiro et al., 1985; Brown et al., 1985; Ferreira et al., 1999; Fezza et al., 2003; Valenzuela
et al., 2004; Steen et al., 2006; Sa-Nunes et al., 2007 aj.).

Vsechny molekuly pfitomné v klistécich slinach ¢i slinnych zlazach jsou spojeny
predevsim s modulaci riznych krok imunitni odpovédi hostitele, napf. sialostatin L a PGE»
inhibuji maturaci DCs a brani prezentaci antigenu (Sa-Nunes et al., 2007, 2009). Da-p36
a SALP 15 inhibuji proliferaci a aktivaci T bun¢k (Bergman et al., 1995; Anguita et al.,
2002).

U neproteinovych latek, PGE2 a Ado, se podafil prokazat jejich vliv na diferenciaci
bunék, produkci cytokinti a expresi kostimula¢nich molekul (Oliveira et al., 2011). Blizsi
specifikace vySe zminénych imunomodulatord je popsana v nasledujicich kapitolach, véetné
charakterizace a identifikace proteint, které rovnéz signifikantné ovliviiuji imunitni reakce

hostitele.

Protoze byla vétsi pozornost dosud vénovana proteinovym imunomoduldtorim
v klistécich slinach, bylo cilem této bakalafské prace objasnit, jakou tlohu v imunomodulaci
zpisobené kliStécimi slinami hraji nizkomolekularni latky, jmenovit¢ adenosin

a prostaglandin Ea.



2 Cile prace

1) Literarni reSerSe o nizkomolekularnich imunomodulatorech v klistécich slinach.
2) Stanoveni obsahu prostaglandinu E, (PGE>) ve slinach Ixodes ricinus.

3) Stanoveni obsahu adenosinu (Ado) ve slinach klistéte I. ricinus.

4) Zhodnoceni tilohy obou imunomodulatort v supresi produkce cytokinu TNF-a vhodnymi

bunkami pomoci klistécich slin a PKA inhibitoru.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Identifikované proteiny ve slinnych zlazach klistat

3.1.1 Imunomodulaéni proteiny

Jednou z nejvyznamnéjsich molekul klistat se schopnosti potla¢it imunitni odpovéd’
hostitele béhem sani je rodina proteini SALP 15. Zastupci téchto proteini s molekulovou
hmotnosti 15 kDa byly nalezeny u mnoha druhti klistat. Poprvé byly objeveny u klistéte
Ixodes scapularis (Anguita et al., 2002), pozdé&ji u l. ricinus, I. persulcatus a l. pacificus
(Hovius et al., 2007; Hojgaard et al., 2009).

SALP 15 dokéaze potladit aktivaci a proliferaci CD4* T bunék. Vazba SALP 15
na CD4" buiiky ma za nasledek inhibici aktivace hydrolazy PLCyl, snizeni pfisunu Ca®*
iont do bunky, a tim snizeni produkce IL-2 (Garg et al. 2006; Juncadella et al., 2007). Byla
cytokini vyvolané aktivaci TLR a rovnéz potlacuje aktivaci T-lymfocytd (Hovius et al.,
2008).

Jinym proteinem je SALP 20 (48 kDa), ktery inhibuje alternativni cestu aktivace
komplementu navazanim na properdin C3 konvertazy. Byl ziskan z klistéte I. scapularis

(Tyson et al., 2007, 2008).

Da-p36 (36 kDa) poprvé izolovany ze slin klistéte Dermacentor andersoni naopak
potlacuje proliferaci T-lymfocytt zprostiedkovanou mitogenem (Bergman et al., 2000).
Pozdgji byl také ziskan z klistéte H. longicornis (Alarcon-Chaidez et al., 2003).

U klistat I. hexagonus, I.ricinus, Amblyoma variegatum a Rhipicephhalus
appendiculatus byl identifikovan imunoglobulin G vazajici protein o molekulové
hmotnosti 27 kDa, ktery vaze protilatky (Xu et al.,, 2008). Tyto proteiny jsou
pfedpokladanou prvotni ochranou pro samotnd klistata pted pfijatymi hostitelovymi

protilatkami.

Protein Isac 0 molekulové hmotnosti 18,5 kDa objeveny opét u l. scapularis je
specifickym inhibitorem aktivace alternativni cesty komplementu (Valenzuela et al., 2000).
Ze slinnych zlaz 1. ricinus byly izolovany dvé isoformy genu protento protein. Byly
pojmenovany jako Irac la Irac 2 a kdduji proteiny o molekulové hmotnosti 20,3 a 19,6 kDa
(Schroeder et al., 2007; Couvreur et al., 2008). Tyto proteiny se vazi na properdin, coz vede

k inhibici C3 konvertazy.



Protein Iris o velikosti 43 kDa, ktery byl identifikovan u klistéte 1. ricinus, inhibuje
produkci prozanétlivych cytokini IL-6 alL-8 anavazanim na monocyty ¢i makrofagy
i sekreci TNF-a (Leboulle et al., 2002; Prevot et al., 2009).

CHBPs jsou proteiny schopné vazat chemotaktické cytokiny (chemokine binding
proteins). Evasinl ovelikosti 10,4 kDa nalezeny u Rhiphicephlaus sanguineus
(Frauenschuh et al., 2007) vykazuje vysokou specifitu prochemokiny a znacné
protizanétlivé uc¢inky v kizi. Dal$i proteiny byly oznaceny jako Evasin 3 o velikosti 7 kDa
aEvasin 4 ovelikosti 12 kDa. Evasiny vykazuji vysokou selektivitu k odliSnym
chemokintim, napt.: Evasin 1 se vaze na chemokiny CCL3, CCL4 a CCL18 (Frauenschuh et
al., 2007; Déruaz et al., 2008).

Proteiny ISL 929 alSL 1373, ziskany ze slinnych Zzlaz |I. scapularis, obsahuji
sekvence podobné cysteinové doméné metaloproteinaz. ISL 929 a 1373 redukuji expresi B2

integrint a zhorSuji adherenci polymorfo-nuklearnich leukocytti (PMNSs), (Guo et al., 2009).

Dalsim proteinem s imunomodula¢nimi schopnostmi je CRT (calreticulin), jenz byl
poprvé objeven ve slinach aslinnych Zlazach klistéte Amblyomma americanum a pozdé&ji
i udalsich druhti jako R. microplus, Dermacentor variabilis, Haemaphysalis longicornis,
I. scapularis a R. sanguineus (Kaewhom et al., 2008). Priblizna velikost odpovida 47,7 kDa.
CRT je schopny véazat Ca?" ionty arovnéz se vaze na Clq slozku komplementu, ¢imz
inhibuje jeho aktivaci. Timto krokem ovliviiuje hostitelovu imunitni odpovéd’, zvySuje Sanci
na preziti a dokonceni piijmu potravy klistétem (Ferreira et al., 2002; Kaewhom et al., 2008;
Parizi et al., 2009).

Cystatiny, objevené ve slinach klistéte I. scapularis pojmenované jako sialostatin L
2006, 2007). Oba vykazuji inhibi¢ni ucinky na katepsiny, protedzy dutlezité pfi traveni
proteint z krve. Napt. potlacuji ucinky katepsinu L, ale nepotlacuji katepsin B a H. SialoL
inhibuje katepsin C, ¢imz brani aktivaci serinové proteazy v granulech mnoha bunék
(cytotoxické T-lymfocyty, NK bunky, zirné buiky, neutrofily), (Kotsyfakis et al., 2006).
SialoL narozdil od SialoL2 siln¢ potlacuje katepsin S. Vykazuje i inhibi¢ni u¢inky na LPS
indukovanou maturaci DCs. Vlivem SialoL dochazi k poklesu produkce TNF-a a IL-12
v DC a snizeni upregulace kostimulacnich molekul. V jeho pfitomnosti mize byt rovnéz

tlumena exprese CD80 a CD86 v DC po aktivaci LPS. SialoL2 inhibuje téZ papain a lidsky



katepsin L a je spojovan s uspéSnym sanim klistéte (nezbytny pro samotny pfijem potravy),
(Kotsyfakis et al., 2010). Da se povazovat za SAT faktor.

IL-2 BP inhibuje mitogenem zprostiedkovanou proliferaci T-bunék. Dokaze potlacit
produkci IL-2 ainhibuje funkce bunék exprimujicich receptor pro IL-2. Tento protein byl

ziskan z klistéte |. scapularis (Gillespie et al., 2001).

Ve slinach klistat se nachazeji ilatky, které potlacuji proliferaci B-lymfocytt
produkujicich specifické protilatky. BIP protein o velikosti 18 kDa ziskany od klistéte
. ricinus inhibuje déleni B bunék pomoci mitogenu. Podobné u¢inky vykazuje BIF protein
(13 kDa) nalezeny u klistéte Hyalomma asiaticum asiaticum (Hannier et al., 2004; Yu et al.,
2006).

Ve slinach klist’at I. scapularis byly objeveny i karboxypeptidazy (49,5 kDa) stépici
bradykinin, coz je peptid odpovédny za bolest a svédéni béhem sani (v misté sani dochazi

ke snizovani citlivosti kize), (Ribeiro et Mather, 1998).

Protein japanin izolovany zeslinnych Zzlaz R. appendiculatus specificky
reprogramuje reakce DCs na riizné podnéty. Méni expresi ko-stimulac¢nich a ko-inhibi¢nich

ey w1t

T-bunék. Zaroven potlacuje diferenciaci DC (Preston et al., 2013).

Hyalomin A ahyalomin B jsou proteiny simunoregulacnimi vlastnostmi. Byly
ziskany zeslinnych zlaz klistéte Hyalomma asiaticum asiaticum. Hyalominy potlacuji
zanétlivé reakce hostitele ato bud snizenim sekrece cytokinu TNF, chemotaktického
proteinu  pro monocyty (MCP-1) ainterferonu IFNy, nebo zvySenim  sekrece
imunosupresivniho cytokinu IL-10 (Wu et al., 2010).

MIF (macrophage migration inhibitory factor) je peptid, ktery byl nalezeny
ve slinnych zlazach klistéte Amblyomma americanum. Jeho hlavni funkce spociva v inhibici

migrace makrofagh (Jaworski et al., 2001).

3.1.2 Antihemostatické proteiny

3.1.2.1 Inhibitory koagula¢ni kaskady

Hemokoagulace, neboli srazeni krve, je zpusobeno postupnou aktivaci koagula¢nich
faktori. Je soucasti hemostazy, komplexniho procesu, ktery brani ztratdm krve pti poskozeni
cév. Samotny proces hemokoagulace zahrnuje kaskadu enzymatickych reakci, kde je

inaktivni proenzym pieménén do aktivni formy, jez aktivuje dalsi proenzymy. Kli¢ovou roli



sehrava trombin, ktery se ucastni kone¢né spole¢né cesty koagulacni kaskadou a konvertuje
fibrinogen na fibrin, jehoz ulohou je pospojit voln¢ agregované destiCky a vytvofit
definitivni sraZeninu, trombuS. Trombin muZe regulovat aktivitu krevnich koagula¢nich
faktorti a stimulovat reakce krevnich desticek. Aby se mohla klistata nakrmit, vyvinula
si ochranné mechanismy k zabranéni nebo prodlouzeni krevni koagulace béhem sani (Koh

et Kini, 2009; Kazimirova et al., 2010).

Ixodegriny, které byly objeveny u |. pacificus a l. scapularis, jsou latky reagujici
s fibrinogenem, ¢imz naru$i jeho vazbu na trombocyty a funguji jako inhibitory krevnich

desticek (Francischetti et al., 2005).

Ixolaris je protein o velikosti 15,7 kDa, ktery je charakteristicky obsahem dvou
Kunitzovych domén. Byl identifikovan u klistéte 1. scapularis. Je znam jako inhibitor vné&jsi
cesty aktivace koagula¢ni kaskddy. Inhibuje faktorem VIIa/TF indukovany faktor X.
Ve svém nedenaturovaném stavu interaguje s faktory Xa a X. K inhibici komplexu faktort
VIIa/TF dochazi piinavazani ixolarisu najeden ze zymogent (proenzymu) faktoru X
nebo do aktivniho mista enzymu faktoru Xa. Prokazalo se ito, ze ixolaris interaguje
s faktorem X pfes vazebné misto pro heparin, atak inhibuje jeho aktivaci vnitinim
tenazovym komplexem (Francischetti et al., 2002; Monteiro, 2005). Pentalaris obsahujici 5
Kunitzovych domén vykazuje podobné ucinky. Inhibuje fVIla avaze se nafXa, fX
(ve vysokych koncentracich miize inhibovat i fIX), (Francischetti et al., 2002, 2004).

Dalsim klistécim antikoagulantem je TAP (tick anticoagulant peptide, 6 kDa) a fXal
(factor Xa inhibitor). TAP byl ziskan z Ornithodoros moubata. Jedna se o nizkomolekularni
inhibitor serinovych proteaz, ktery je podobny inhibitorim s Kunitzovou doménou, lisi
se ovSem V mechanismu inhibice proteaz (Waxman et al., 1990; Antuch et al., 1994). FXal
(7,2 kDa) izolovan ze slin klistéte O. savignyi je rovnéz specificky inhibitor faktoru Xa.
Stejné U¢inky vykazuje Salp 14 0 molekulové hmotnosti 9,8 kKD izolovany z I. scapularis
(Narasimhan et al., 2002, 2004). Rekombinant TIX-5 zeslin stejného klistéte rovnéz
specificky inhibuje fXa, ¢imz inhibuje aktivaci fV faktorem X atim zahajeni tvorby
trombinu (Schuijt et al., 2013).

Haemaphysalin, protein izolovany z klistéte Haemophysalis longicornis, zabranuje
aktivace kallikrein-kininového systému (kallikrein a fXIla), coz inhibuje vnitini koagulaéni
cestu (Kato et al., 2005).



Ze slinnych zlaz klistéte Dermacentor andersoni byl izolovan protein, jenz inhibuje
faktor V a faktor VII v koagula¢ni kaskadé. Slozeni tohoto proteinu neni prozatim zjisténo
(Gordon et Allen, 1991).

,,Basic tail“ proteiny nalezené u klistat I.scapularis al. pacificus se uplatfiuji
proti srazeni krve hostitele (Narasimhan et al., 2002). Basic tail proteiny vykazuji podobnost
s exogennimi antikoagulanty jako je protein Salp 14 pusobici jako inhibitor fXa
(Narasimhan et al., 2002, 2004).

Ze slinnych zlaz klistéte Ornithodoros moubata byl izolovan ornithodorin, protein
0 molekulové hmotnosti 12,6 kDa. Obsahuje modifikované Kunitzovy domény a je u¢innym

a vysoce selektivnim trombinovym inhibitorem (van de Locht et al., 1996).

U klistéte A. variegatum jsou proteiny podobné hirudinu (Kazimirova et al., 2003),
jez pusobi jako inhibitor trombinu (navazanim natrombin zabrani vzniku sraZeniny,
ptipadné srazeninu rozpousti), (Fields, 1991). Napt. variegin o velikosti 3,8 kDa byl objeven
ve slinnych zlazach tohoto klistete A.variegatum. Variegin je vysoce afinni inhibitor
trombinu. Dalsi proteiny jsou varieginu velmi podobné, protoze obsahuji varieginové
sekvence a jsou ptibuzné madaniniim (Koh et al., 2007), coz jsou malé antitrombiny (7kDa),
které byly nazvany jako madanin 1 a madanin 2. Byly ziskany ze slinnych zlaz klistéte
Haemaphysalis longicornis. Madaniny inhibuji pfeménu fibrinogenu na fibrin aktivovanou
trombinem, trombinem katalyzovanou aktivaci fVa a fVIlla atrombinem indukovanou

agregaci trombocytil (Iwanaga et al., 2003).

Longistatin je aktivatorem plasminogenu, ¢imz pfispiva k fibrinolyze. Byl izolovan

z klistéte H. longicornis (Islam et al., 2011).

Ir-CPI, protein z klistéte Ixodes ricinus, specificky ovliviiuje faktory fXlla, fXla
a kallikrein a prodluzuje aktivovany tromboplastinovy ¢as aPTT invitro (Decrem etal.,
2009). Z klistéte Rhipicephalus appendiculatus byl ziskan protein o velikosti 65 kDa. Jedna

se 0 antikoagulant ovlivitujici rizné slozky protrombinového komplexu (Limo et al., 1991).

3.1.2.2 Inhibitory agregace krevnich desticek

Vétsina proteinti inhibujicich agregaci krevnich desti¢ek obsahuje Arg-Gly-Asp
(RGD motiv). RGD motiv slouzi k navazani daného proteinu na bunéénou membranu
trombocytti — molekulu integrint, které funguji jako receptory pro aktivacni faktory jejich

agregace (D'Souza et al., 1991).



Protein variabilin o velikost 5 kD izolovany z klistéte D. variabilis je antagonistou

glykoproteinovych receptort IIb-I1la a avB3 pro fibrinogen a vitronectin (Wang et al., 1996).

Savignigryn patiici do rodiny BPTI (basic pancreatic trypsin inhibitor) Kunitzovych
receptorovych protein, byl izolovany zKklistéte Ornithodoros savignyi. Vyskytuje
se ve Ctyfech isoformach A+, A-, B+ a B- (A a B je oznaceni pro konformacni isoformu, +
a— pro oznaceni isoforem vzniklych jako duplikaty). Molekulova hmotnost + isoforem je
7 kDa, - isoforem 6,8 kDa. VSechny isoformy savignigrynu inhibuji agregaci aktivovanych
trombocytt iniciovanou kolagenem, TRAP (trombin activated protein) ¢i epinefrinem. Jsou
schopny rozpojit trombocyty agregované za pomoci ADP ajsou vysoce specifické
pro integrin allbf3, povrchovou molekulu trombocyti (Mans et al., 2002). Dalsim
proteinem je Savignin (12,4 kDa), izolovany ze slinnych Zlaz stejného klistéte. Hlavni

funkei je inhibice trombocytli indukované trombinem (Nienaber et al., 1999).

Ve slinnach R. appendiculatus byly objeveny proteiny zvané lipocaliny, které hraji
dulezitou roli v kontrole hemostatického systému svého hostitele (Montfort, Weichsel,
Andersen, 2000). Lipocaliny dokazou vazat histamin, serotoniny, imunoglobuliny, ptsobi
proti komplementu a maji vlastnosti toxinu (Sangamnatdej et al., 2002). U nékterych klistat
se vazi na C5 slozku, atim inhibuji klasickou a alternativni cestu komplementu. Proteiny
vazajici histamin (HPBI-3) u tvrdych klist'at reguluji zanétlivou reakci pii dlouhém krmeni
(Paesen et al., 1999, Sangamnatdej et al., 2002). Ve slinach nékterych klistat byl jako
lipocalin uréen protein moubatin a ¢tyfi proteiny zvané TSGP (Mans et al., 2003), u kterych
se nevyskytuje tzv. RGD motiv. U téchto proteint je jiny mechanismus inhibice agregace
trombocytl. Moubatin (17 kDa) ziskany z klistéte Ornithodoros moubata, inhibuje agregaci
krevnich desti¢ek indukovanou kolagenem standardni cestou a potlacuje jejich agregaci
i vplazmé&. Kinhibici dochazi navazanim moubatinu na receptor pro tromboxan A2
na povrchu krevnich desti¢ek, ¢imz dojde k vyblokovani drahy zavislé na cyklooxygenaze
(Keller et al., 1993). TSGP proteiny by mohly mit stejnou antihemostatickou aktivitu jako
moubatin, pfedevSim protein TSGP 2 a TSGP 3. OvSem tyto informace nebyly zatim
védecky podlozeny (Mans et al., 2002).

Do rodiny lipocalinii patii rovnéz protein zvany longicornin (29 kDa), ktery je
dalSim inhibitorem kolagenem zprostfedkované agregace trombocytt (Sdili spole¢né misto
s kolagenem). Longicornin byl izolovan ze slin klistéte Haemaphysalis longicornis (Cheng
etal., 1999).



Jinym proteinem z rodiny lipocalind, ktery byl zjistény ve slinach klistéte 1. ricinus,
je Ir-LBP. Jeho hlavni funkci je inhibice chemotaxe neutrofilGi invitro. Ukazalo se,
Ze inVvivo snizuje mnozstvi aktivovanych neutrofili v mist¢ kousnuti, ¢imz oslabuje

hostitelovu imunitni odpovéd’ (Beaufays et al., 2008).

Ze slin klistéte O. moubata se ziskal protein disagregin o velikosti 6 kDa. Disagregin
inhibuje ADP — iniciovanou agregaci trombocyti v plazmé. Potlacuje agregaci vyvolanou
kolagenem, epinefrinem, aktivatnim faktorem trombocytli, trombinem a peptidovym
receptorem pro trombin. Prokazalo se, ze také casteCné inhibuje adhezi krevnich desticek

na fibronectin a ovliviuje jejich adhezi na kolagen (Karczewski et al., 1994).

Protein apyraza  (ATP - adenosine triphosphate  difosfohydrolaza)  patii
mezi nejrozsifenéjsi molekuly inhibujici agregaci trombocytd. Poprvé byla objevena
u l. scapularis. Pozd¢j byla identifikovana u klistaka O. moubata, O. savignyi (Ribeiro
etal., 1991; Mans et al., 1998). Apyraza blokuje aktivaci trombocytt. Inhibuje ADP
a kolagenem indukovanou agregaci krevnich desticek a zapfiCinuje disagregaci krevnich
desticek jiz agregovanych tim, ze §tépi ADP na AMP a ATP na ADP, AMP a fosfat (Mans
etal., 2000). Dalsi isoformy apyrazy byly objeveny uklistat R.appendiculatus
a |. scapularis (Stutzer et al., 2009).

Na druhou stranu tHRF (tick histamine release factor) protein sekretovany ve slinach
klistéte |I.scapularis (Dai etal.,, 2010), ainhibitor serinovych proteaz serpin IRS-2
z 1. ricinus, ktery inhibuje katepsin G a chymazu (Chmelar et al., 2011), se pravdépodobné

chovaji jako modulatory vaskularni permeability (Chmelar et al., 2012).

3.1.3 Proteiny s antimikrobialni aktivitou

Lektiny jsou latky schopné rozpoznat povrchové molekuly erytrocytii a aglutinovat
je, z ¢ehoz pochazi jejich druhy nazev aglutinin (Boyd el. Shapleigh, 1954). Dnes jsou
definovany jako proteiny, ¢iglykoproteiny, sjednim vazebnym mistem pro sacharidy.
Vykazuji tzv. antimikrobialni aktivitu. Produkce lektinu byla potvrzena ve slinnych zlazach
a hemocytech klistat (Grubhoffer et Jindrak, 1998; Kovar et al., 2000; Rego et al., 2006).
Poprvé byl izolovan lektin o velikosti 37 kDa z klistéte O. moubata a pojmenovan jako
Dorin M. Byly zaznamenany ijiné lektiny jako OMFREP a galektiny s vazbou
k disacharidim. Pozdéji byly ziskany i z klistéte . ricinus, O. tholozani, O. tartakovskyi,
A. polonicus, R. appendiculatus (Grubhoffer et al., 2004; Rego et al., 2005, 2006).



Propeptidy HI-gut aHlI-sal (5,8 kDa, 6,5kDa) jsou antibakterialni defensiny
indukovatelné LPS. Byly objeveny ve slinnych Zlazach H. longicornis (Zhou et al., 2007).

Ixosin o velikosti 2,9 kDa izolovany ze slinnych Zlaz 1. sinensis (Yu etal., 2006)
aixosin B o velikosti 3,8 kDa vykazuji antimikrobialni aktivitu proti Escherichia coli,

Staphylococcus aureus a Candida albicans (Liu et al., 2008).

3.1.4 Proteazy, inhibitory proteaz

Aspartatové peptidazy

vvvvvv

Longepsin s molekulovou hmostnosti 39,3 kDa byl poprvé izolovan ze Slinnych zlaz
alistieva klistéte H.longicornis. Tento protein se ucastni proteolyzy hemoglobinu

(Boldbaatar et al., 2006).

Metaloproteazy

Metaloproteazy identifikované u klistéte 1. scapularis, I. ricinus aH. longicornis
(Harnnoi etal., 2007) se vyskytuji ve tfech isoformach zna¢enych MP1 (molekulova
hmotnost 37 kDa), MP2 aMP3. Jsou charakteristické svou gelatinazovou

a fibrinogenolytickou aktivitou (Francischetti et al., 2003).

Aminopeptidazy

HILAP (Haemaphysalis longicornis leucin aminopeptidase) je leucinova
aminopeptidaza izolovana z klistéte H. longicornis, ktera byla ziskana u nasatych klistat
Z bazofilnich bun¢k, kde hraje svou roli v biosyntéze a degradaci proteint (Hatta et al., 2006,
2009 a 2010).

Cysteinové proteazy

Hlcystl (11 kDa) je intracelularni cystatin izolovany ze slinnych zlaz H. longicornis.
Inhibuje klistéci katepsin HICPL-A (H. longicornis catephsin L protein-A) a degradaci
hemoglobinu HICPL-A (Zhou et al., 2009; Yamaji et al., 2010).
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3.1.5 DalSi proteiny izolované ze slinnych Zlaz klistat

SALP25D o velikosti 24,6 kDa byl =ziskan zKklistéte |.scapularis. Jedna
se 0 homologa glutathionové peroxidazy. SALP25D je schopen Kkatalyzovat redukci
hydrogenperoxidu v pfitomnosti  redukovaného  glutathionu  a glutathionreduktazy.
Diky tomu se fadi mezi vyznamné antioxidanty klistat (Das et al.,, 2001). Salp 25
neutralizuje oxida¢ni reakce vyvolané aktivovanymi neutrofily (Das et al., 2001; Narasimhan
etal., 2007).

Salp 20, Isac a Isac-1 z klistéte 1. scapularis (Tyson et al., 2007; Valenzuela et al.,
2000) a paralogy Isac IRAC I a Il z 1. ricinus (Schroeder et al., 2007) specificky inhibuji
tvorbu C3 konvertazy alternativni cesty aktivace komplementu blokaci vazby faktoru B
na slozku C3b.

Fosfolipaza A2, objevena u klistéte A. americanum, je pravdépodobné zodpovédna
za hemolytickou aktivitu kliStécich slin. Podobné ucinky vykazuje i fosfolipaza C (Bowman

etal., 1997).

Ze slinnych zlaz H. logicornis byl jesté ziskan enzym peroxiredoxin (26 kDa), ktery

zabranuje $tépeni DNA oxidativnim stresem (Tsuji et al., 2001).

3.2 Neproteinové molekuly s imunomodula¢nimi vlastnostmi

3.2.1 Prostaglandin E> a jeho imunomodulaé¢ni vlastnosti

Prostaglandiny (PGEs) jsou derivaty kyseliny arachidonové (AA), produkované
cyklooxygenazami a PG syntetazou. Prostaglandin E> (PGE2) je bioaktivni lipid, nezbytny
homeostaticky faktor, jenz je také klicovym mediatorem u chronickych onemocnéni, zanétu

a rakoviny (Phipps et al., 1991).

Receptory pro PGE> (Hata et al., 2004) jsou pfitomny u mnoha typt bunék a odrazeji
jeho ubikvitérni funkce, které zahrnuji nocicepci a dalsi aspekty neuronni signalizace,
hematopoézy, regulace pratoku krve, rendlni filtrace a krevniho tlaku, regulace svalové
¢innosti, vaskularni permeability a funkce hladkého svalstva (Durandet al., 2010;
Nagamatsu et al, 2010; Rivest et al., 2010; Yuhki et al., 2010; Yang et al., 2008). PGE2> ma

také vyznamny vliv na regulaci imunitniho systému a jeho rizné obranné mechanismy.
PGE: (352 Da) byl studovan jako biologicky faktor jiz v 60. letech, kdy se ukazalo,
Ze pusobi jako regulator zanétu a funkci riznych bunék imunitniho systému (Phipps et al.,
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1991). Je schopen ovliviovat aktivaci, maturaci a migraci dendritickych bunék, tedy
hlavnich bun¢k béhem vyvoje antigen-specifické imunity (Phipps et al., 1991; Harris et al.,
2002).

PGE2 muze byt produkovan vSemi typy bunék pies epitelialni, fibroblasty a bunky
infiltrujici zanét, které predstavuji hlavni zdroj PGE2 v ramci imunitni odpovédi. Proces
syntézy PGE: zahrnuje fosfolipdizu A2, kterd& mobilizuje AA zbunéénych membran
a cyklooxygenazy konvertujici AA do PGH2 a PGE syntetazu, nezbytnou pro finalni tvorbu
PGE: (Lambeau et al., 1999; Park et al., 2006).

rrrrr

predstavuji bézna a efektivnich farmaceuticka agens, uplatnéni plného potencidlu 1éCby
cilené na PGE; pii 1é¢bé chronickych infekci, zanétd a rakoviny, je omezeno komplexnim

charakterem PGE: zprostiedkované imunoregulace (Kalinski, 2012).

3.2.1.1 PGE:-: receptory a jejich signalni drahy

Heterogenni efekty PGE: se odrazeji v pfitomnosti ¢tyf odliSnych receptort
oznacovanych jako EP1, EP2, EP3 a EP4. EP3 existuje u lidi minimaln¢ v osmi formach
aumysi vetrech. EP3 a EP4 predstavuji vysoce afinni receptory, zatimco EP1 a EP2
vyzaduji vyznamné vyss$i koncentrace PGE2 pro efektivngjsi signalizaci (Sugimoto et al.,

2007).

Signal pries dvojici receptori spojenych s G proteinem, EP2 aEP4, je fizen
adenylatcyklazou spousténou cAMP/PKA/CREB dréhou, kterd zprosttedkovava dominantni
Fujino et al., 2005). Navzdory podobnym funkcim jsou signalizace receptorem EP4 a EP2
fizeny riznymi koncentracemi PGE2 a lisi se 1 délkou trvani. EP4 signal je rapidné sniZeny
pii interakci s PGE>, zatimco EP2 signal je rezistentni k ligandem-indukované negativni
regulaci, diky ¢emuz je schopen zprostiedkovat dlouhotrvajici efekt PGE2 v pozdéjsim
vyvoji zanétu (Nishigaki et al., 1996).

Naopak signalizace pomoci EP1 receptoru zahrnuje uvoliovani kalcia (Hata et al.,
2004) a u vétsiny variant receptoru EP3 jde o signal pies dvojici Gi receptord, které inhibuji
adenylatcyklazu (Sugimoto et al., 1992). Nicméné nékteré varianty jsou Gs a naznaluji

riznou citlivost k ligandem-indukované negativni regulaci (Hata et al., 2004).
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3.2.1.2 PGE, a aktivita bunék vrozené imunity
Ackoliv je PGE> schopen vyvolat migraci neutrofila (Yu et al., 1998), makrofagi
(Nakayama et al., 2006) a zirnych bun¢k (Weller et al., 2007) do mista zanétu, funkce bunék

piirozené imunity ovliviiuje velmi odlisné.

Pfitomnost PGE2 inhibuje cytolytické obranné funkce ,,pfirozenych zabijeci” (NK
bungk), (Goto et al., 1983; Bankhurst et al., 1982) mechanismem, ktery zahrnuje supresi
reakcei nalL-12 aIL-15 (Walker et al., 2004; Joshi et al., 2001) a nejpravdépodobnéji
na IL-2. Rovnéz inhibuje produkci IFN-y a tim rusi jeho funkci jakozto pomocnika NKbunék
u DCs zprostfedkujici indukci imunitni odpovédi typu 1 (Thl) aCTL (cytotoxické T
lymfocyty) imunitni odpovédi (Mailliard et al., 2005).

Dale se prokazalo, ze PGE> inhibuje funkce granulocytt (Smith, 1977), ¢imz ptispiva
k defektni obrané hostitele po transplantaci kostni diené nebo pfispiva k rakoving, stejné

jako u jinych onemocnéni spojenych s nadprodukci PGE: (Ballinger et al., 2006).

U alveolarnich makrofagi omezuje PGE: jejich schopnost fagocytozy (Aronoff et al.,
2004). Podporuje indukci zirnych bunék (Hu et al., 1995), jejich lokalni pusobeni
a degranulaci mechanismem, jenz zahrnuje EP1 a EP3 receptory (Nakayma et al., 2006;
Wang et al., 2006; Weller et al., 2007; Gomi et al., 2000). Podporuje degranula¢né
nezavislou produkci proangiogeniho a imunosupresivniho vaskuldrniho endotelialniho
ristového faktoru a MCP-1, které prispivaji k aktivité PGE2 u rakoviny (Abdel-Majid et al.,
2004).

3.2.1.3 PGE:2 a indukce antigen specifické imunitni odpovédi
PGE: potlacuje produkci IL-2 T lymfocyty (Walker et al., 1983; Rincén et al., 1988),
a inhibuje tak aktivaci a expanzi Ag-specifickych T bunék.

Mnohé studie ukazaly, Ze PGE2 naruSuje rana stadia diferenciace DCs (Kalinski et
al., 1997), ¢imz piispiva k jejich lokalni a systémové dysfunkci u rakoviny (Sharma et al.,
2003; Sombroek et al., 2002; Heusinkveld et al., 2011). Tzv. ,,PGE2DCs* bunky piedstavuji
myeloidni supresorové bunky (MDSCs), které jsou schopné potla¢it CTL odpoved
(Obermajer et al., 2011). Nicméné PGE; ma i své pozitivni vlivy. Podporuje indukci plné
zralych DCs cestovat do lymfatickych uzlin, kde efektivné ptsobi pii aktivaci naivnich
T bun€k. Navic pfidanim PGE: K prozanétlivym cytokinim zahrnujicim IL-18 a TNF-a
zrychluje maturaci DCs a zvySuje expresi jejich kostimula¢nich molekul (Jonuleit et al.,
1997; Rieser et al., 1997; Kalinski et al., 1998). Piesto, ze PGE2 zvysuje produkci nékterych
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supresivnich faktord, jako je IL-10 (Kalinski et al., 1997), thrombospondin-1 (Doyen et al.,
2003), a IDO (Braun et al., 2005), jeho nejcasté&ji se vyskytujicim uc¢inkem na maturaci DCs
je zvySeni jejich schopnosti podporovat expanzi T bunék. Nicméné zralé DCs V pfitomnosti
PGE> rozviji odlisny ,,vyCerpavajici“ fenotyp, ktery se manifestuje jejich zeslabenou
schopnosti indukovat CTL-, Thl- a NK buné¢nou imunitu typu 1 (Kalinski et al., 1998,
1999; Gustafsson et al., 2008), zatimco podporuji vyvoj Th2 (Kalinski et al., 1998). Tyto
negativni vlivy jsou vysledkem potlaceni prozanétlivych cytokind, zejména IL-12p70
(Kalinski et al., 1998). CCR7 a CXCR4 piedstavuji dva chemokiny potiebné pro efektivni
vstup T bunék do lymfatickych uzlin (Campbell et al., 2003). Ackoliv role PGE; v regulaci
téchto chemokinti zdstava neznama, zjistilo se, ze potlacuje schopnost DCs produkovat
CCL19 (CCRT receptor), a blokovat tak T bunky (Muthuswamy et al., 2010).

PGE: a jeho inhibi¢ni efekt na aktivaci a expanzi naivnich T bun&k zahrnuje i ptimé
supresorové Vlivy na produkci IL-2 (Walker et al., 1983) a na expresi I1L-2 receptoru a JAKS,
ktery zprostiedkovava odpovéd’ T buné¢k na IL-2 (Rincon et al., 1988; Kolenko et al., 1999).

3.2.1.4 PGE2 a regulace imunitni odpovédi

Bylo jiz uvedeno, ze PGE; potlacuje produkci IL-2 a odpovidavost T bun¢k na tento
cytokin. Nespecifickym zptisobem potlacuje aktivaci a proliferaci téchto bunék. Uz nizké
koncentrace PGE> maji vyrazny modula¢ni efekt sméfujici odpovéd CD4* T bunék
od agresivni Thl subpopulace k subpopulaci Th2 a Th17 bungk, které patii mezi méné
destruktivni (Kalinski, 2012).

Na zéklad¢ studii invitro se ukazalo, ze PGE: inhibuje produkci IFN-y (Thl),
ale neinhibuje produkci IL-4 a IL-5 mySimi (Betz et al., 1991) a lidskymi CD4" buiikami
(Snijdewint et al., 1993). Kromé pfimého u¢inku na CD4" buiiky, supresorovy efekt PGE>
na Thl subpopulaci spociva iV jeho schopnosti potlaéit produkci IL-12 v monocytech (van
der Pouw et al., 1995) a DCs (Kalinski, 1997, 1998).

Th17 subpopulace produkuje cytokin IL-17, ktery hraje dualezitou roli nejen
Vregulaci zanétu, ale ovliviluje 1imunitni odpovéd proti n€kterym extracelularnim
patogenum (Labikova, 2011). Zvysujici se aktivita buné¢k Th17 diky vlivu PGE2 souvisi
sjeho schopnosti potlacit produkci IL-12p70, zatimco zvySuje produkci IL-23, téz
produkovaného Th17 subpopulaci (Khayrullina et al., 2008).

Mysi modely ukazaly, ze indukce aktivity CTL bunék proti virovym antigenim

a aloantigeniim je vysoce citliva na zvyseni hladiny PGE> a CAMP (Hale et al., 1982; Plaut
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et al., 1983). Inhibice CTL aktivity zavisla na PGE: pfispiva k imunosupresi u decidualnich
tkani a tumorua (Lala et al., 1988; Parhar et al., 1988; Specht et al., 2001). PGE> umi potlacit
schopnost pIn¢ zralych CTL bunék interagovat s jejich cili a zabijet nadorové burky, rovnéz
je schopen potlacit vyvoj CTL potlacenim schopnosti DCs sekretovat IL-12 béhem interakce
s naivnimi CD8" buikami (Watchmaker et al., 2010). PGE> také zasahuje do vyvoje B bunék
(Phipps et al., 1991; Simkin et al., 1987), zvySuje produkci IgE protilatek (Carini et al.,
1981) a podporuje indukci, atrakci a degranulaci Zirnych bunék (Nakayama et al., 2006;
Wang et al., 2006; Weller et al., 2007; Hu et al., 1995; Gomi et al., 2000).
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3.2.2 Adenosin a jeho imunomodulaéni vlastnosti

Adenosin (Ado) je endogenni purinovy nukleosid, ktery ovliviiuje nejriznéjsi
fyziologické procesy. Chemicky se jedna 0 6-amino-9-beta-D-ribofuranosyl-9-H-purin. Je to
ubikvitérni metabolit, jehoz koncentrace se V tkanich a buiikach za normélnich podminek
pohybuje v rozmezi 20-200 nM (Fredholm, 2010). Funguje ijako dulezita extracelularni
signalni molekula, jejiz signalni Géinky jsou zprostfedkovany membranové vazanymi

adenosinovymi receptory (Mundell et Kelly, 2011).

Adenosin, stejn¢ jako PGEz, patii mezi klicové homeostatické regulatory a je
povazovan za vyznamny neuromodulator (ma vliv na neuronalni excitabilitu a synaptickou
plasticitu). Pisobenim na bunky hladké svaloviny cév vyvolava vazodilataci a tim zmény
v krevnim zésobeni, ovliviiuje energetickou homeostdzu, inhibuje lipolyzu, zvySuje odbér
glukézy ve svalovych a tukovych buiikach a ma vliv na sekreci inzulinu. V centralni nervové
soustavé pfimo ¢i nepiimo (pies hormony C¢i transmitery) reguluje cyklus bdéni a spanku,
pfijem potravy a télesnou teplotu (Fredholm et al., 2011a). Vyznamné se podili na modulaci
imunitniho systému a hraje dilezitou roli v patogenezi nékterych neurodegenerativnich

i jinych zavaznych onemocnéni (Novotny, 2014).

V extracelularnim prosttedi vznika z adenosintrifosfatu (ATP) CcCinnosti enzymu
lokalizovanych v plazmatické membrané nebo je tvofen piimo V bunce, odkud je

dopravovan ptes membranu specialnimi prenaseci (Lloyd et Fredholm, 1995).

3.2.2.1 Adenosinové receptory a jejich signalni drahy

Receptory adenosinu oznacované jako Al, A2A, A2B a A3 patii do rodopsinové
rodiny (tfidy A) receptort, které jsou sptazeny S trimernimi G proteiny (GPCRs), (Katritch
et al., 2013) a reguluji rizné signalni drahy (Sheth et al., 2014; Trincavelli et al., 2010).
CD73 a CD39 jsou enzymy, které reguluji formaci a degradaci adenosinu in vivo. Piedevs§im

enzym CD73 je dulezity pro vyvoj adenosinovych receptoru (Eltzschig et al., 2004).

Receptory Al, A3 prostfednictvim inhibi€nich Gi/o proteini potlacuji aktivitu
adenylatcyklazy a tvorbu CAMP. Naopak A2A, A2B receptory spiazené se stimulacnimi Gs
proteiny vedou ke zvySeni produkce cAMP astimulaci proteinkinazy A (PKA).
Za n¢kterych situaci se rizné podtypy adenosinovych receptor mohou spojovat s G proteiny
tiidy Gq/11, a ovliviiovat tak fosfolipazu C stépici fosfatidylinositol-4-5-bifosfat na druhé
posly inositol-1,4,5-trifosfat a 1,2-diacylglycerol (Boison et al., 2010; Headrick et al., 2013).

Receptory, které jsou spiazeny s Gi/o proteiny, mohou také modulovat funkci napétove
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fizenych kanalli pro vapenaté nebo draselné kationty, pfipadné prostfednictvim komplexu
GPy aktivuji fosfatidylinositol-3 kinazu (PI-3K). Mitogenem aktivované proteinkinazy
(MAPK), najejichz aktivaci se také podileji adenosinové receptory, jsou aktivovany

fosforylaci prostiednictvim PKA nebo PI-3K (Schulte et Fredholm, 2003).

Adenosinové receptory se liSi nejen svymi farmakologickymi charakteristikami,
ale i svou tkanovou a bunécnou distribuci. Al se vyskytuje predevsim v CNS, svalech,
jatrech, ledvinach a tukové tkani. A2A receptor zase prevazné ve slezin€, brzliku, bilych
krvinkach, rovnéz v srdci, cévach nebo perifernich nervech. A2B receptor je naopak
rozsiteny v tlustém a slepém stievu, mo¢ovém méchyii, plicich, oku a zirnych bunikach. A3
receptor prevazuje predevsim v zirnych bunkach, varlatech a mozku (Sachdeva et Gupta,
2013). Jednotlivé podtypy se lisi v afinit¢ k adenosinu. Receptory Al, A2A vykazuji
nejvyssi afinitu, k aktivaci za normalnich podminek tedy sta¢i nizké koncentrace adenosinu.
A2B receptor ma nizs$i afinitu, k aktivaci dochazi az pti zvysSené hladin€ adenosinu, zejména
za stresovych situaci. A3 receptor vykazuje celkem vysokou afinitu k adenosinu,
ale vzhledem Kk jeho tidkému vyskytu, je k jeho aktivaci zapotfebi vyssich koncentraci tohoto
agonisty (Fredholm et al., 2011).

3.2.2.2 Adenosin a jeho vliv na imunitni systém

Adenosin je dilezity endogenni zpétnovazebny regulator zanétlivych procest
a tkanovych poskozeni. Prostfednictvim svych receptorti vyznamné ovlivituje rozsah, trvani
a vyusténi zanétu (Antonioli et al., 2014). Protizanétlivé Gc¢inky adenosinu jsou zaloZeny
na potlaceni  aktivace andboru neutrofild, nainhibici produkce prozéanétlivych
témito bunkami, ale i na supresi funkce efektorovych T lymfocytd (Hasko et Crostein, 2013;
Linden et Cekic, 2012).

Regulace makrofaghi a T lymfocyth se uskutecnuje hlavné prostiednictvim A2A

receptoru, na regulaci funkce neutrofil se podili A3 receptor. Receptor A1l zprostitedkovava

-----

Aktivace A3 receptoru mize zmirnovat disledky nékterych zanétlivych procest (Antonioli

etal., 2014).
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3.2.2.3 Adenosin a jeho imunomodulaé¢ni u¢inky

Adenosin potlacuje TNF-a produkovaného mikrogliemi a zvysuje produkci IL-10
témito bunkami, zatimco inhibuje produkci dalsich prozanétlivych cytokinti (Hasko
et Pacher et al.,, 2012). Receptor A2B je primarn¢ zodpovédny za stimula¢ni ucinky
adenosinu na produkci IL-10 (Hasko et al., 1996; Csoka et al., 2007; Frick et al., 2009).
LPS-indukovana produkce TNF-a a IL-12 produkovanych mikrogliemi je rovnéz snizena
vlivem adenosinu (van der Putten et al., 2009; Lee JY, 2006). Snizuje i produkci IL-6
aktivovaného riznymi TLR agonisty. Aktivaci drahy P13K/Akt, uplatiiujici se v signalizaci
adenosinovych receptort, Se zvySuje produkce IL-10 produkovaného makrofagy a DCs

(Németh et al., 2003; Borea, 2009).

Adenosin muze zeslabit aktivaci T bunééného receptoru aktivovanim A2A receptoru
a signalizaci ptes CAMP a PKA. Aktivace PKA muze bud’ zvysit, nebo inhibovat pieziti
T bungk, které jsou zavislé na délce a dobé trvani daného signalu. PKA draha negativné
reguluje produkci cytokind typu 1 (IL-2, IL-12) ve prospéch produkce cytokind typu 2
(IL-4,-5,-10,-13). Aktivaci A2A receptoru se snizuje produkce IL-2, TNF-a a IFN-y smérem
od odpovédi Tcl bunék kvyvoji odpovédi Tc2 bungk, aleneovliviiuje sekreci IL-4
nebo IL-5 (Erdman et al., 2005). Aktivace tohoto receptoru rovnéz siln¢ inhibuje produkci
IFN-y iNKT bunkami (invariantni natural killer T lymfocyt), (Nowak et al., 2010). Studii
invivo se prokazalo, ze A2A agonista inhibuje produkci IL-6 a zvySuje produkci IL-10.
NejsilngjS$im pfimym ucinkem A2A receptoru stimulujiciho lymfocyty je produkce cytokinli
typu 1 Thl, Tcl a iNKT buiikami (Erdman et al., 2005; Nowak et al., 2010).

DCs amakrofagy aktivované LPS v pfitomnosti adenosinu vykazuji omezenou
kapacitu indukovat Th2 subpopulaci naivnich CD4" T lymfocytd, se snizenym uvoliiovanim
TNF-o aIL-12 anaopak zvySenym uvolfiovanim protizanétlivého IL-10 (Németh et al.,
2005; Csoka et al., 2007; Hasko et al., 2000). A2B receptory potla¢uji DCs
zprostfedkovanou T bunéénou aktivaci, protoze stimulaci tohoto receptoru se redukuje LPS
indukovana exprese molekul MHCII a CD86, coz ve vysledku snizuje expresi IL-2.
V nepfitomnosti TLR signaliza¢ni stimulace, A2B receptor zvySuje produkci IL-6, ktery
spoleéné s TGFB muze odklonit odpovéd’ naivnich CD4" T lymfocytl smérem k vyvoji
Th1l7 (Wilson et al., 2011). Imunosupresivni aktivitu A2B receptoru na antigen
prezentujicich bunkach (APC) fidi hypoxie (Yang et al., 2010). Soucasn¢ také Fidi bunécny
enzym CD73 na povrchu epitelovych a endotelialnich bunék, ktery $tépi extracelularni AMP
na adenosin. (Synnestvedt, 2002).
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3.2.2.4 Adenosin a rakovina

Adenosin predstavuje klicovy endogenni imunoregulator v patogenezi nékterych
onemocnéni (Kumar, 2013). Doprovodnymi jevy nadorového bujeni jsou chronické
zanétlivé procesy, které spolecné s hypoxii v tumorech stimuluji tvorbu adenosinu. Zvysené
adenosinové hladiny potlacuji antineoplastickou aktivitu imunitniho systému. Pfispivaji
podporou angiogeneze a remodelace extracelularni matrix K vytvafeni prostiedi vhodného

pro zhoubné bujeni (Antonioli et al., 2013b).

Svym pusobenim inhibuje adenosin produkci cytokint Thl lymfocyty a vyvolava
supresi  efektorovych T lymfocyti. Rovnéz potlauje  diferenciaci  a maturaci
mononukledrnich fagocytd. Rakovinné buniky diky tomu uniknou imunitnimu systému

(Muller-Haegele et al., 2014).

A2A acastené A2B receptory zprostfedkuji adenosinem indukovanou supresi
imunitniho systému, ¢imZz podporuji rist nadoru. Aktivovany A3 receptor stimuluje
protinadorovou imunitni odpovéd’ a inhibuje proliferaci rakovinnych bunék (Montinaro

etal., 2013).

V souasné dobé je adenosin zkoumam v souvislosti s problematikou
kardiovaskularnich a renalnich poruch, hypertenze, chronické obstrukéni plicni nemoci,
Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby nebo roztrousené sklerdzy, rovnéz astmatu, alergie,

zanétlivych onemocnéni a zhoubného bujeni (Novotny, 2014).
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3.3 Adenosin a PGE2u hematofagnich ¢lenovcei

Obe¢ latky byly objeveny u mnoha krevsajicich ¢lenovcu. PGE> byl objeven u Ixodes
scapularis, kde je hlavnim inhibitorem produkce IL-12 a TNF-o v DCs stimulovanych LPS
(Sa-Nunes et al., 2007), u Dermacentor variabilis reguluje migraci makrofagi a chemotaxi
fibroblasta (Poole et al., 2013). U klistéte Amblyomma cajennense (Carvalho-Costa et al.,
2015) PGE: inhibuje diferenciaci DCs v kostni dfeni, potlacuje IL 12p40, IL-6 a TNF-a,
zatimco soucasné vyvolava produkci IL-10. Rovnéz se ukazalo, Ze inhibuje expresi CD40
¢iCD86 uzralych DCs, pficemz vyvolava expresi PD-L1. Ve slinnych
7ldzach Amblyomma americanum hlavni funkce PGE> spoéiva v mobilizaci Ca®* a stimulaci
sekrece bioaktivnich proteint do slin béhem sani (Aljamali et al., 2002; Ribeiro et al., 1992;
Qian Y et al.,, 1998). Ve slinach Aedes aegypti byla rovnéz zjisténa piitomnost PGEx,
nicméné nebyla potvrzena jeho role v inhibici diferenciace DCs (Bizzarro B et al., 2013).
A u Ixodes dammini je pfitomnosti PGE2 potlac¢ena produkce IL-2 T hybridnimi buiikami
(Ribeiro et al., 1985).

Adenosin byl objeven napiiklad u Phlebotomus argentipes, u kterého
se piedpokladalo, Ze majoritni funkci Ado je usnadnit krmeni. Ukazalo se, Ze S ostanimi
nukleotidy je schopen usnadnit pienos leishmanii (parazitarni onemocnéni), (Ribeiro et al.,
2001). U komaru Culex quinquefasciatus a Aedes aegypti byla zjisténa vysoka hladina
enzymu adenosindeaminazy (ADA), ktery naopak adenosin odbourava. Ukazalo se, ze ADA
u Aedes aegypti odbouravanim adenosinu a produkci inosinu (inhibitoru zanétlivych
cytokintt) piispiva k Gispésnému procesu sani. Jeho role u Culex quinquefasciatus zistava

neznama (Ribeiro et al., 2001).

Ob¢ molekuly soucasné byly stanoveny ve slinach klistéte Rhiphicephalus
sanguineus. U DCs inhibuji cytokinovou produkci ovlivnénim CAMP-PKA signalizace. Jsou
rovnéz schopny potlacit expresi kostimulacnich molekul CD40 a CD86 u zralych DCs. Bylo
prokazano, ze PGE: je zaroven jejich diferenciaénim inhibitorem v kostni dfeni. Naopak

Ado je inhibitorem produkce prozanétlivych cytokinti IL-12p40 a TNF-a a zaroven stimuluje

rrrrr

Protoze ado i PGE2 jsou neproteinové endogenni malé molekuly, nemtize byt na né

pfimo zaméfena imunitni reakce hostitele.
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Material

4.1.1 KIlistéci sliny

Sliny byly ziskany z dospélych samic klistat rodu Ixodes ricinus, ktera po dobu 6 dnt
sala na mordatech. Caste¢né nasaté samice byly nasledné vynaty z kiize a promyty v 15%
etanolu, po oschnuti byly pfichyceny na podlozni sklicko oboustrannou lepici paskou,
na hypostom a jednu palpu se jim nasunula sklenéna kapildra, ktera se pomoci modelovaci
hmoty piipevnila na sklicko ana hibetni cast t€la bylo kapnuto 1-2 pl 5% roztoku
pilocarpinu (5 mg/100 pl ¢istého etanolu, Sigma Aldrich). Poté byla klistata ulozena
do vlhké komurky pfi teploté 37 °C s5% CO po dobu 2,5 h. Po hodiné byla klistata opét
potiena 1 ul pilocarpinu.

Béhem inkubace dochazelo k vylu€ovani slin do kapilar. Vyprodukované sliny byly
z kapilary sesbirany pomoci balonku do mikrozkumavky auchovany pii teploté -70 °C.

Rozmrazeny byly vzdy chvili pfed pouzitim.

Obsah proteinu ve slinach byl ur¢en metodou pro stanoveni koncentrace proteint
dle Bradfordové (Bradford, 1976).

4.1.2 Bunécné linie

Pro pokusy byly pouzity dvé peritonalni makrofagové linie, PMJ-2R a IC-21. Buiiky
byly kultivovany pii teploté 37 °C v médiu RPMI obohaceném o 10% bovinniho fetalniho
séra (BOFES), 1% antibiotik (ATB, penicilin, streptomycin, fungizon), 1 % L-glutaminu
(GL) a 0,1 % 2-merkaptoetanolu (ME) (Biosera).

Vzhledem Kk tomu, ze byly bunky pravidelné pasazovany, bylo nutné pied kazdym
pokusem provést pocitani v Biirkerové komtrce po obarveni trypanovou modii (Sigma
Aldrich) v poméru 100:100 ul a dle potieby bunky centrifugovat nebo pfimo odpipetovat

do ptislusného objemu média.

4.1.3 Standard PGE_, inhibitor H-89 a LPS mitogen

V pokusech byl pouzit standard PGE> (Tokyo Industry) pro ovéfeni jeho inhibi¢nich
ucinkt na produkci TNF-a a inhibitor H-89 (inhibitor protein kinazy A, Sigma Aldrich)
potlacujici inhibi¢ni efekty PGE>. Bunky byly Kk produkci vySe zminéného cytokinu
stimulovany LPS (Sigma Aldrich).
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4.2 Metody

4.2.1 Stanoveni obsahu PGE: ve slinach klistéte Ixodes ricinus

Pro stanoveni PGE> byla pouzita heterogenni kompetitivni ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), kdy neznaeny antigen ve vzorku soutézi se standardnim
mnozstvim znac¢eného antigenu o vazebné misto na protilatce zakotvené na pevné fazi.
Obecné plati, ze ¢im vice antigenu obsahuje analyzovany vzorek, tim méné znaCeného
antigenu se navaze na zakotvenou protilatku. Po pfidani enzymového substratu je vysledna
intenzita zabarveni zméfena spektrofotometricky (zde pti 450 a 540 nm) a pomoci kalibra¢ni
kfivky ze standardnich vzorkl jsou odeéteny piislusné hodnoty v nezndmém vzorku

(Budayova, 2004).

PGE; pfitomny vnaSich vzorcich klistécich slin  kompetuje sPGE>
znaCenym peroxidazou (HRP) 0 omezeny pocet vazebnych mist namysi monoklonalni
protilatce. Béhem prvni inkubace se PGE, ve vzorku navaze na protilatku. Béhem druhé
inkubace se HRP znaceny PGE> vaze na volné paratopy protilatky. Po nasledném odstranéni
nenavazanych latek promytim se pfida roztok substratu k determinaci enzymové aktivity.
Intenzita zabarveni zméfena Microplate readrem SYNERGY™ H1 (Biotek®) je nepiimo

umérna koncentraci PGE> v daném vzorku.

Ke stanoveni koncentrace PGE: v kazdém vzorku klistécich slin byl pouzit specificky
PGE: ELISA kit (R&D Systems).

4.2.1.1 Priprava reagencii a vzorki

Sliny byly ziskdny vySe popsanym zplsobem, uchovany pii-70 °C a rozmraZeny
na ledu chvili pfed pouzitim. Klistéci sliny bylo nutné ztedit, a to 10x (30 pl slin + 270 ul
fediciho roztoku) a 20x (15 pl slin + 285 pl tediciho roztoku). Jejich vysledna koncentrace
byla vypoclitana z kalibra¢ni ki#ivky standardu PGEz, ktery byl rozpustén v 1 ml
deionizované vody a dikladné promichan. Poté bylo do mikrozkumavky napipetovano 40 pl
tohoto standardu PGE: a doplnéno 360 pl fediciho roztoku, ¢imz bylo dosazeno vychozi
koncentrace 2500 pg/ml. Do dalsich 6 mikrozkumavek bylo napipetovano 200 pl fediciho
roztoku. Z prvni mikrozkumavky o koncentraci PGE2 2500 pg/ml bylo pteneseno 200 ul
do druhé v tad¢, koncentrace se snizila na polovinu, 1250 pg/ml. Postup se opakoval, dokud

nebylo dosazeno posledni nejnizsi koncentrace 39 pg/ml.
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4.2.1.2 Vlastni provedeni

Do dvou jamek 96jamkové mikrotitracni desticky bylo pfidano 200 ul fediciho
roztoku RD5-56 jako NSB (non-specific binding) kontrola. Do jinych dvou jamek bylo
napipetovano 150 ul fediciho roztoku jako Bo (zero standard) kontrola. Do jamek uréenych
pro kalibra¢ni kfivku bylo naneseno 150 pl pfipraveného standardu a do 4 jamek 150 ul
natfedénych vzorkt (2j/20x zfedéné sliny, 2j/10x zfedéné sliny). Do vSech jamek vyjma NSB
bylo nésledné pfidano 50 pl roztoku primarni protilatky, coz zpisobilo modré zabarveni.
Nasledovala hodinova inkubace pii laboratorni teploté na horizontalnim microplate shakeru

pii nastaveni 500 = 50 rpm.

Po hodin¢ bylo do vSech jamek napipetovano 50 ul PGE> konjugatu, které vyvolalo
lehce fialové zabarveni. Poté byla desticka na tiepacce piilaboratorni teploté dalsi dvé
hodiny inkubovana. Po inkubaci byly vSechny jamky 4x dikladné promyty promyvacim
roztokem (2 ml zasobniho roztoku/50 ml deionizované vody) pomoci osmikanalové pipety
a dukladn¢ vyklepany. Nasledné bylo piidano 200ul substratového roztoku a po dobu
30 minut byla desticka inkubovana pfi laboratorni teploté na temném misté. Pfidanim 100 ul

stop roztoku byla zastavena enzymaticka reakce (zZluté zabarveni).

Microplate readrem SYNERGY™ H1 (Biotek®) byla béhem 5 minut zméfena
absorbance vsech vzorkd, kontrol a standardu pfi vinové délce 450 nm a 540 nm. Detek¢éni

limit byl 39 pg/ml.
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4.2.2 Stanoveni obsahu adenosinu u kliStéte Ixodes ricinus

Nasledujici stanoveni bylo provedeno analytickym chemikem Ing. Davidem
Kahounem, Ph. D. na Katedfe chemie a biochemie na PfF JU, ktery na zaklad¢ metody
popsané V publikaci Oliveira et al., 2011 stanovil adenosin v klistécich slinach pomoci
LC-MS/MS. Rovnéz statisticky vyhodnotil pfitomnost adenosinu V dodaném vzorku
klistécich slin,

V kapitole nize je proto popsan pouze princip metody a piiprava vzorkd.

4.2.2.1 Princip LC-MS/MS metody
Vyhodou techniky LC-MS/MS je spojeni uc¢inné separacni techniky kapalinové
chromatografie s velmi citlivou a vysoce selektivni detekéni metodou tandemové hmotnostni

spektrometrie.

Pii kapalinové chromatografii dochazi k rovnovazné distribuci slozek mezi dvé
heterogenni faze — mobilni a stacionarni. Pohybem mobilni faze je vzorek undSen
pfes nepohyblivou stacionarni fazi, na niZ dochdzi k zachycovani slozek vzorku. Slozky
ve vzorku se od sebe separuji na zakladé sily interakce se stacionarni fazi. Hmotnostni
spektometr pievadi molekuly naionty, jejichz rozliSeni probiha na zékladé poméru
hmotnosti a naboje (m/z). Hmotnostni spektrometry mohou byt spojeny jako tandemové
spektrometry, kdy prvni ionizace a nasledné fragmenta¢ni reakce generuje ionty, z nichz
se vybere pozadovany iont, ktery se podrobi dal§i fragmenta¢ni reakci (kolizni disociaci

s plynem) a z n¢&j vzniklé ionty se analyzuji.

Vysledkem analyzy jsou dva druhy zaznami — chromatogram a hmotnostni
spektrum. Chromatogram je graficky zdznam odezvy detektoru na retencnim cCase, ktery
poskytuje kvalitativni 1 kvantitativni informace o separovanych slouceninach. Kvalitativni
vyhodnoceni probiha na zakladé urceni retencnich Cast danych analytli. Pro kvantitativni
vyhodnoceni se vyuzivd plocha piku analytu. Hmotnostni spektrum udavd zdznam

relativnich intenzit vzniklych iontd (Klouda P., 2003).

Pro tento pokus byl pouzit kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 a hmotnostni
spektrometr VelosPro (Thermo).
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4.2.2.2 Pouzité chemikalie a ¢inidla
Pro zjisténi pfitomnosti adenosinu ve slinach slouzil standard adenosinu (Sigma
Aldrich) a vnitini standard 2-chloroadenosin (Sigma Aldrich). Pro ¢istotu LC-MS/MS byl

pouzit acetonitril (Fluca Analytical a Merck) a kyselina mravenci (Sigma Aldrich).

4.2.2.3 Priprava vzorku klistécich slin
Vzorek klistécich slin (20 ul) byl po dodani ihned skladovan pii4 °C v dodané

vzorkovnici. Piprava vzorku byla provedena nésledujici den véetné vlastni analyzy.

Do mikrozkumavky o objemu 1,8 ml bylo odpipetovano 10 ul klistécich slin, 100 pl
precipitatniho roztoku a 390 pl acetonitrilu. Roztok byl 15 vtefin michan na michacce
(Vortex) a odstiedén pii 20 000 g po dobu 10 minut pii 4 °C. Poté bylo 450 pl supernatantu
pfevedeno do lahvicky s insertem, roztok byl zahusStén pod proudem dusiku pfti 40 °C
naobjem 10 ul apoté bylo pfidano 100 ul vody. Lahvicka byla uzaviena a 15 vtefin
promichana na michacce (Vortex). Takto pfipraveny vzorek byl ihned analyzovan.
Vzhledem Kk nizkému objemu dodaného vzorku klistécich slin bylo méfeni provedeno pouze

VvV 1 opakovani.

4.2.2.4 Priprava kontrolnich vzorki
Obohaceny vzorek (pozitivni kontrola) byl pfipraven dle pfedchozi kapitoly s tim
rozdilem, ze k 10 pl klistécich slin bylo pfed piidavkem precipita¢niho roztoku ptidano jeste

100 pl pracovniho roztoku standardu o koncentrace 100 pg/l.

Slepy vzorek (negativni kontrola) byl pfipraven rovnéz stejnym zplisobem, ale misto

10 pl klistécich slin bylo do mikrozkumavky odpipetovano 10 pl acetonitrilu.

25



4.2.3 Vliv PGE:; a inhibitoru H-89 na produkci TNF-a buné¢nou lini
IC-21

Nasledujici pokusy byly provedeny dle prace Oliveira et al., 2011 s jistymi

modifikacemi uvedenymi nize.

Pro tento pokus byla vyuzita makrofagova linie IC-21 stimulovana LPS, ke které byl
ptidan PGE> ainhibitor H-89. Bunky byly kultivovany v triplikacich a supernatanty
odebrany po 4 h.

Produkce cytokini se stanovila metodou ELISA (heterogenni nekompetitivni
enzymoimunoanalyza, tzv. ,Sandwich®), kde je napevné fazi navazana protilatka, ktera
po pfidani vzorku vyvéaze antigen v ném obsazeny. Po promyti se na navazany antigen vaze
najinou antigenni determinantu opé¢t protilditka znacend enzymem (nejCastéji kienova
peroxidaza nebo alkalicka fosfatdza). Po opétovném promyti je piidan substrat a nasleduje
enzymatickd reakce. Vysledkem je barevny komplex, jehoz absorbance je zméfena
spektrofotometrem. Z hodnot standardnich vzorki se sestroji kalibraéni kiivka, ze které

se odecétou koncentrace daného cytokinu ve vzorku (Budayova, 2004).

4.2.3.1 Ptiprava bunék a reagencii
Buiky byly zpasaZzovany dva dny pted pokusem a nafedény do kultivaéniho média
do koncentrace 2x10°/ml.

Poté¢ byl k bunkam piidan PGE2, H-89 aLPS. Vsechny reagencie byly fedény
vV RPMI médiu.

4.2.3.2 Inhibice TNF-a pomoci PGE: a jeji ovlivnéni H-89

Do 9jamek mikrotitra¢ni destiCky bylo napipetovano 200 pl jiz pfipravené bunécné
suspenze. Pouze do 6 jamek byly pfidany 2 ul PGE2 o0 kone¢né koncentraci 1 uM. Do 3
jamek s PGE2 bylo rovnéz piidano 10 pl inhibitoru H-89 o konecné koncentraci 5 uM.
Bunky byly preinkubovany po dobu 30 minut v atmosféie s 5% CO; pti 37 °C. Poté byly
do vSech jamek napipetovany 2 ul LPS, aby jeho kone¢na koncentrace byla 500 ng/ml.
Buiky byly znovu umistény do inkubatoru po dobu 4 h.

Po 4h inkubaci s 5% CO: pii 37 °C bylo z kazdé jamky odebrano 100 pl vzorku.

Protoze vzorky nebyly ihned pouzity, byly uchovany v mrazicim boxu pti -20 °C.
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4.2.3.3 Méreni produkce TNF-a

Analyza byla provedena dle pokyni vyrobce kitu pro TNF-a (Mouse TNF-alpha
ELISA Ready-SET-Go!, eBioscience) stémito modifikacemi: pouze 50 pl reagencii
(protilatek, avidinu HRP, standardu a vzorkd), cetnéj$i promyvani a po pfidani TMB
substratového roztoku (vyvolani zmény zabarveni) byla reakce zastavena, az kdyz byla barva

stiedné syta (vétsinou podle prvniho bodu kalibrace).

Microplate readrem SYNERGY™ H1 (Biotek®) byly zméieny hladiny TNF-a
pii 450 nm a pomoci rovnice kalibraéni kiivky byly vypocitany koncentrace TNF-a

pro vsechny triplety.

4.2.4 Vliv PGE: a inhibitoru H-89 na produkci TNF-a makrofagovymi
liniemi 1C-21 a PMJ-2R (modifikace postupu)

Provedeni pokusu bylo totozné s vySe popsanym pokusem (viz kapitola 4.2.3) s tim
rozdilem, ze byl pfidan triplet vzorku oznacené¢ho jako LPS + H89 abyly pouzity obé

makrofagoveé linie.
Buriky byly pouzity v koncentraci 2x10°/ml.

Reagencie (PGE2, H-89 aLPS) byly rovnéz ptidany ve stejném objemu a dané
koncentraci. OvSem tentokrat byl k bunkdm pfidan nejprve inhibitor H-89. Po 45 minutové
inkubaci byl napipetovan do ptislusnych jamek PGE2. A po dalsi 30 minutové inkubaci byl
pridan LPS.

Pokus byl proveden opét v triplikacich a vzorky byly odebrany po 4 i 24 h.
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4.2.5 Vliv PGE, inhibitoru H-89 a Klisticich slin na produkci TNF-a
makrofagovymi liniemi
Protento pokus byly pouzity rovnéz obé makrofagové linie, PMJ-2R a IC-21.
| postup byl totozny s ptredchazejicim pokusem (viz kapitola 4.2.4). Byly ovSem ptidany
dal$i dva triplety vzorki obsahujici kliStéci sliny, u kterych bylo nutné stanovit obsah

proteinu.

Reagencie byly rovnéz piidavany ve stejném objemu a Ve stejné kone¢né koncentraci
(viz 4.2.3). Bunky byly kultivovany v triplikacich a odebrany po 4 h a 24 h vyjma triplikati
bungk IC-21, jejich vzorky byly odebrany jen po 24 h.

Ke stanoveni TNF byla pouZzita ELISA se stejnymi modifikacemi (viz kapitola 4.2.3.)

4.2.5.1 Stanoveni proteinu v kliStécich slinach

Obsah proteinu ve slinach klistéte Ixodes ricinus byl stanoven metodou
dle Bradfordové. Do 100 pl cinidla se piidalo 10 ul BSA standardu (bovinni Sérovy
albumin) o koncentraci 75, 100, 200, 300, 400, 500, 600 a 700 ng/ml. Pii 594 nm byla
zméfena absorbance apomoci kalibracni rovnice byla vypocitana koncentrace proteinu

ve slinach, ktera ¢inila 216 pg/ml.
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4.2.6 Statistické vyhodnoceni
Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programech MS Excel (Microsoft
Corporation, USA) a Statistica 12 (Statsoft, USA).

Pro vytvofeni databazi dat a deskriptivni statistiku byl vyuzit program MS Excel,
ve kterém byly zdroveil tvofeny vSechny grafy. Konfirmacni statistika byla provedena
v softwaru Statistika 12. Na data ziskana z ELISA testu byla vyuzita metoda mnohanasobné
linearni regrese, jejimz vysledkem byl linearni model — kalibra¢ni kiivka. VSechny ziskané

ktivky dosahly hladiny vyznamnosti p < 0,05 a koeficientu spolehlivost R > 0,9000.

Data ziskana z experimentalnich vzorki byla vyhodnocena Studentovym t-testem.
Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami jsou Vv grafech oznaceny hvézdickami
(* pro p <0,05, ** pro p <0,01). VSechny grafy pouzité ve vysledcich zobrazuji aritmetické
pruméry z namétenych dat a chybové tsecky v grafech znazoriuji stfedni chybu priaméru

(SEM).

Vyhodnoceni naméfenych dat z metody LC-MS/MS bylo provedeno pomoci
programti Chromeleon, Tune plus, Xcalibur a DC MS Link. Zpracovani vysledkll bylo

provedeno v programu MS Excel a Effivalidation 3.0.

Vyhodnoceni ELISA testu specifického pro PGE2 bylo rovnéZ provedeno v programu
Statistica 12 a MS Excel za pouziti linearniho modelovani dle navodu obsazeném v Kitu
R&D Systems.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni obsahu PGE: v kliStécich slinach

Cilem prvniho pokusu bylo zjistit, zda sliny klistéte Ixodes ricinus obsahuji

neproteinovou latku prostaglandin E».

Pro kvantitativni stanoveni PGE2 byl pouzit specificky druh ELISA testu (kit R&D
Systems). Spektrofotometrem bylo provedeno vyhodnoceni pfivinové délce 450 nm
a 540 nm. Vysledna absorbance byla rovna priméru namétenych hodnot, od kterych byla
odectena hodnota NSB kontroly. Kalibra¢ni ktivka byla sestrojena z kalibra¢nich hladin
v rozmezi 78 - 2500 pg/ml, pficemz kazda hodnota koncentrace byla zlogaritmovana.
Rovnice ziskana z kalibra¢ni kiivky (viz Obr. 1) byla y = (-0,00007*x) + 0,255 s hodnotou
koeficientu spolehlivosti R =0,9745 (kritérium pfijatelnosti R >0,9000) a hladinou
vyznamnosti p = 0,0002 (kritérium piijatelnosti p < 0,05). Protoze kalibra¢ni kiivka splnila

ob¢ kritéria piijatelnosti, Ize ji povazovat za vyznamnou.

PGE, Concentration (pg/ml)
y =-0,00007*x + 0,255 p=0,0002 R2=0,9745

10 100 1000 10000

0,1

Optical density

0,01

Obr. 1: Kalibra¢ni ktivka pro PGE,.
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Pro kazdy vzorek klistécich slin, jejichz absorbance byly rovnéz zprimérovany
abyla odectena hodnota NSB, byly vypocitany jednotlivé koncentrace PGE>. Kone¢né

koncentrace byly vynasobeny pfislusSnym faktorem fedéni.

Sliny 10x ziedéné obsahovaly 6000 a 7857 pg/ml PGE;. Naopak 20x ziedéné sliny
obsahovaly 2571 a 12142 pg/ml. Po zprimérovani vSech hodnot byla kone¢na koncentrace
PGE: ve slinach I. ricinus rovna 7143 pg/ml (7,1 ng/ml).
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5.2 Stanoveni obsahu adenosinu v kliStécich slinach
Cilem tohoto experimentu bylo stanovit pfitomnost druhé nizkomolekularni latky,

adenosinu.

Pro kvantitativni stanoveni obsahu adenosinu v klistécich slinach byla pouzita
technika vysokouc¢inné kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni detekci
(LC-MS/MS). Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena na 5 kalibra¢nich trovnich (0,1 — 10 pg/l),
pfiCemz kazda koncentratni uroveil byla zméfena v 1 opakovani. Rovnice ziskana
z kalibra¢ni  ktivky (viz Obr. 2) <&inila y =0,000802093 + 0,0137902*x s hodnotou
koeficientu spolehlivost R =0,9992 (kritérium piijatelnosti R >0,9900) a hodnotou
koeficientu kvality QC = 4,60 % (kritérium pfijatelnosti QC < 5,00). Vzhledem ke splnéni
obou kritérii pfijatelnosti kladenych narovnice kalibra¢nich kiivek pouzivanych

pro kvantitivni analyzu, mohla byt tato kalibra¢ni kiivka pouzita pro zamysleny ucel.

Adenosine_268_136
Y =0.000802093+0.0137902*X R*2=09993 W. Equa

0153
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008

Area Ratio
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0033

0023

0013
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a 1 2 3 4 5] & 7 g 9 10

ppb

Obr. 2: Kalibra¢ni kiivka adenosinu.

Vysledek analyzy vzorku klistécich slin byl naprosto srovnatelny s vysledkem
slepého vzorku (negativni kontrola), ktery byl natrovni meze detekce metody (3 pg

adenosinu na 1 pl klistécich slin) a pod mezi kvantifikace metody (5 pg adenosinu na 1 ul
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klistécich slin). Hodnota obsahu adenosinu v klistécich slinach byla tedy pod mezi detekce
metody, Cinila <3 pg adenosinu nal pl klistécich slin. Vysledek analyzy obohaceného
vzorku (pozitivni kontrola) poskytl odchylku pouze -1 %, ¢imz bylo prokdzano, Ze metoda

poskytla spravné vysledky.
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5.3 Vliv PGE: a H-89 na produkci cytokinu TNF-a,

Cilem pokusu bylo stimulovat makrofagové bunky PMJ-2R a IC-21 k produkci
TNF a a uréit vliv PGE2 a inhibitoru H-89 na jeho produkci.

Pfed provedenim hlavniho pokusu s klistécimi slinami obsahujicimi PGE2 bylo
nejprve ovéfeno, zda standardni 1 uM PGE; je schopen inhibovat produkci TNF-a a zdali
5 uM inhibitor H-89 dovede zpétn¢ potlacit efekt PGE», ¢imz dojde ke zvyseni hladiny
TNF-a. Produkce cytokinu byla indukovana LPS o0 kone¢né koncentraci 500 ng/ml.

Inhibitor sdm o sobé¢ nema bunky nijak modifikovat. Pokud byl triplikat LPS + H89

negativni (produkce cytokinu neovlivnéna), nebylo v grafu nic poznamenano.

Nejdiive byla pouzita bunétna linie IC-21 (Obr. 3). Produkce TNF-a Vv ptitomnosti
PGE, byla 015% snizena, zatimco inhibitor H-89 potlacil PGE. efekt a doslo

k zpétnému zvyseni hladiny témét o 8 %.
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LPS LPS+PGE, LPS+PGE,+H89

Obr. 3: Produkce TNF-a bunécnou lini IC-21 po 4h inkubaci.

LPS vs. LPS + PGE; ** p <0,01; LPS + PGE; vs. LPS + PGE; + H89 * p < 0,05.
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Podobny trend byl pozorovan iV dalSim pokuse piistanoveni produkce TNF-a
obéma makrofagovymi liniemi IC-21 a PMJ-2R (Obr. 4). Po 4 h byl u bunék PMJ-2R ovéfen
inhibi¢ni efekt PGE> (sniZzeni az 0 12 %), ktery byl vSak vyznamny pouze v porovnani
s triplikatem LPS + H89 diky mensi variabilité hodnot oproti LPS. U¢inek H-89 na toto
potlaceni z divodu variability v ramci triplikaci nebyl u PMJ-2R linie statisticky vyznamny.
U bunék 1C-21 PGE: snizil hladinu TNF-a o 46 %. Ptestoze lze v grafu vycist patrny rozdil,
nebyl prokazan signifikantni efekt inhibitoru H-89 ani u téchto bunék ze stejnych duvodu

uvedenych vyse.

O PMI2R

B0 ic21
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LPS LPS+PGE, LPS+PGE,+H89 LPS+H89

Obr. 4: Produkce TNF-a bunécnou linii PMJ-2R a IC-21 po 4 h.
PMJ-2R: LPS + PGE; vs. LPS + H89 * p < 0,05.

IC-21: LPS vs. LPS + PGE, ** p <0,01; LPS vs. LPS + H89 ** p < 0,01.
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Vzorky odebrané po 24 h (Obr. 5) ukazaly, Zze inhibitor H-89 zfejm¢ ztratil svij
inhibi¢ni G¢inek na PGE> u obou bunécnych linii. Pokles koncentrace cytokinu byl opét
vyrazny v triplikatech s PGE2 (24 %, 30 %). U bun¢k IC-21 byl ovSem zaznamenan
signifikantni rozdil v produkci cytokinu mezi LPS a LPS + H89 v obou odbérech. Rovnéz je

patrné, Ze bunky 1C-21 po 24 h vykazovaly vyssi produktivitu TNF-a.
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Obr. 5: Produkce TNF-a bunécnou lini PMJ-2R a IC-21 po 24h inkubaci.
PMJ-2R: LPS vs. LPS + PGE, ** p < 0,01.

IC-21: LPS vs. LPS + PGE; ** p < 0,01; LPS vs. LPS + H89 ** p < 0,01.
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5.4 Vliv PGE;, H-89 a klistécich slin na produkci cytokinu
TNF-a
Ucelem tohoto experimentu bylo zhodnotit Glohu prostaglandinu E, prokézaného
ve sklinach klistéte 1. ricinus. Pro pokus byly rovnéz vybrany ob¢ linie bunék s tim rozdilem,
ze triplikace vzorkd IC-21 byly odebrany pouze po 24 h kvili triplikatu LPS + H89 (viz 5.3).
Do kazd¢ jamky bylo pfidano vzdy 10 pl kliStécich slin, aby byla vyslednd koncentrace
proteinu 10 pg/ml.

Na obr. 6 je vysledek pokusu s klistécimi slinami u PMJ-2R buné¢né linie. P04 h
byla rovnéz jako v pfedchozim experimentu vyrazna inhibice produkce TNF-o vyvolana
PGE2 (0 20 %). Inhibitor H-89 potlacil uc¢inek PGE>, a zvysil tak produkci TNF-o téméf
0 8 %. BohuZel ani zde nebyl efekt inhibitoru H-89 statisticky vyznamny.

Signifikantni snizeni produkce TNF-a (0 22 %) bylo vyvolané klistécimi slinami.

v

V porovnani s PGE; je zfejmé, zZe sliny vykazovaly silngjsi inhibi¢ni ucinek.

Zatimco H-89 ovliviioval inhibi¢ni vlastnosti PGE,, byt statisticky nevyznamné,
Vv pfitomnosti klistécich slin obsahujicich vlastni PGE2 nebyl prokazan jeho uc¢inek po 4 h,

ani 24 h v zadném z pokust. Samotny H-89 neovliviioval buriky v cytokinové produkci.
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Obr. 6: Produkce TNF-a bunéénou linii PMJ-2R po 4h inkubaci.

LPS vs. LPS + PGE; *p <0,05; LPS vs. LPS +sliny *p<0,05; LPS vs. LPS + sliny +H89
*p<0,05.
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| po 24h byla statisticky prokazana inhibice cytokinu TNF-o prostaglandinem E:
(0 26 %) a potlaceni klistécimi slinami bylo rovnéz signifikantni (0 42 %). Klistéci sliny
Vv porovnani s PGE,, podobné jako v pfedchozim pokusu, siln€ji inhibovaly produkci
cytokinu. Nicméné PKA inhibitor H-89 opét neinhiboval u¢inek klistécich slin, ani samotny
PGE., ktery tak nadéle snizoval produkci TNF-a. Bylo vSak potvrzeno, ze H-89 nem¢l

na bunkami produkovany cytokin vliv.

0,35 ~

=

0,3 A

0,25 -

*
I-l*

HH
*
*

0,2 A %%

0,15 -

TNF-a (ng/ml)

0,1 A

0,05 -

LPS LPS+PGE, LPS+PGE,+H89 LPS+sliny LPS+sliny+H89 LPS+H89

Obr. 7: Produkce TNF-a buné&¢nou linii PMJ-2R po 24h inkubaci.

LPS vs. LPS + PGE2 ** p<0,01; LPS vs. LPS +sliny **p <0,01; LPS vs. LPS +sliny + H89
**p<0,0L

Experiment byl proveden isbunécnou linii 1C-21 (Obr. 8), aby bylo ovéfeno,
ze inhibitor H-89 opravdu nevykazuje po 24 h inhibi¢ni G¢inky na PGE;,. Dal§im divodem
byla triplikace vzorku LPS+ H89, ktera v ptedchozich pokusech u stejnych bunék
vykazovala signifikantni rozdily v produkci cytokinu oproti LPS.

PGE. vyznamné snizil cytokinovou produkci o 20 %, zatimco inhibitor H-89 jeho
ucinky nezvratil. Klistéci sliny rovnéz vykazovaly signifikantni snizeni produkce TNF-a
(023 %), avsak inhibitor H-89 neblokoval jejich inhibi¢ni efekt. PGE: Vv porovnani

s klistécimi slinami rovnéz vykazoval slabsi ucinek v inhibici TNF-a. Podafilo se ovSem
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prokazat, ze samotny H-89 neovliviioval produkci TNF-a ani u této bunécné linie, nebyla

zaznamenana signifikance.
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Obr. 8: Produkce TNF-a bunécnou linii 1C-21 po 24h inkubaci.

LPS vs. LPS + PGE; ** p<0,01; LPS vs. LPS +sliny **p <0,01; LPS vs. LPS +sliny + H89
**pn<0,0L
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6 DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda sliny klistéte Ixodes ricinus obsahuji
nizkomolekularni latky neproteinového charakteru, prostaglandin E> aadenosin, které
vyznamné ovliviiuji imunitni odpovéd’ hostitele a zhodnotit jejich tlohu v supresi produkce

cytokinu TNF-o makrofagy pomoci inhibitoru H-89.

Pouzitim specifického PGE2 ELISA testu se podafilo prokazat, ze klistéci sliny
I. ricinus obsahuji prostaglandin Ez (7 ng/ml). Tato velmi nizkd koncentrace naznacuje,
ze PGE2 neni hlavni nebo vyznamnou molekulou s imunomodula¢nimi ucinky ve slinach
I. ricinus. Lze to dolozit porovnanim koncentraci PGE2 u jinych Kklistat. Napiiklad
u Dermacentor variabilis (352 ng/ml, Poole et al., 2013), Amblyomma americanum
(469 ng/ml, Ribeiro et al., 1992) nebo u I. scapularis (505 ng/ml, Sa-Nunes, et al., 2007) je
koncentrace PGE> daleko vyssi. Ve slinach klistéte R. sanguineus (Oliveira et al., 2011) je
naopak nizka koncentrace PGE2 (100 nM) kompenzovana piitomnosti adenosinu a jejich
vzajemnou spolupraci. Velmi nizka koncentrace PGE2 u l. ricinus nemuze byt nikterak
kompenzovana, nebot' adenosin nebyl ve slinich prokazan vibec. Obsah adenosinu byl
stanoven pod mezi detekce metody LC-MS/MS, ktera ¢inila <3 pg adenosinu nal ul
klistécich slin.

Po zjisténi, ze sliny |. ricinus obsahuji pouze PGE3, jsme provedli pokusy s klistécimi
slinami, abychom ur¢ili, zda itoto nizké mnozstvi PGE2 je schopno inhibice produkce
cytokint. Je znamo, ze PGE2 i Ado moduluji produkci cytokinti pies cAMP signalizaéni
drahu. Selektivni PKA inhibitor H-89 hraje dulezitou roli v modulaci produkce cytokini
ovlivnéné adenosinem i PGE, (Hasko et Cronstein, 2004). Abychom ur¢ili, jestli je PGE>
silngj§im imunomoduldtorem neZ dosud identifikované proteiny ve slinach, pouzili jsme

k blokaci jeho t¢inku prave inhibitor H-89.

V experimentech byly pouZzity dvé rtizné makrofigové bunécéné linie, PMJ-2R
a IC-21. Makrofagy jsou klicovym regulatorem zanétlivych a imunitnich reakci. Podstatné
je, ze spousti proliferacni fazi hojeni sekreci cytokinii a ristovych faktori. Cytokiny ovlada;ji
zanétlivé a bunééné imunitni odpovédi tim, ze ovliviwuji aktivace a funkce T lymfocyti
(Werner et al., 2003). Je znamo, Ze tumor necrosis factor alfa (TNF-a) je pleotropni cytokin
syntetizovany ruznymi bufikami, obzvlast¢ mononuklearnimi fagocyty. Jeho syntéza je
nejcastéji stimulovana lipopolysacharidem (LPS), ktery byl pouzit 1V této praci. Takto

stimulované makrofagy jsou majoritnim zdrojem TNF-a, ajsou tak nejpouzivanéj$im
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modelem produkce tohoto cytokinu (Beutler, 1995). Zatimco LPS indukuje produkci TNF-a,
prostaglandin E> potlac¢uje LPS dependentni TNF-a produkci jak na transkripéni, tak post-
transkrip¢ni urovni (Kunkel et al., 1988).

Ve slinach riznych druhu klistat byly objeveny molekuly zodpovédné za supresi
produkce cytokinu TNF-a. U klistéte |. scapularis je to protein SALP 15 (Anguita et al.,
2002) nebo SialoL (Kotsyfakis et al., 2006, 2007), ul. ricinus se jedna o protein Iris
(Leboulle et al., 2002; Prevot et al., 2009). Mezi dalsi takové proteiny patii hyalomin A a B
u klistéte Hyalomma asiaticum asiaticum (Wu et al., 2010), protein japanin ze slin klistéte
Rhiphicephalus appendiculatus (Preston et al., 2013) a protein Da-p36 u Dermacentor
andersoni (Bergman et al., 2000). U klistéte R. sanguineus snizuji produkci TNF-o
neproteinové latky PGE2 a Ado (Oliveira et al., 2011). Ve slinach Amblyomma cajennense je
zasupresi zodpovédny jen PGE> (Carvalho-Costa et al., 2015), rovnéz i u klistéte

I. scapularis (Sa-Nunes et al., 2007).

Prostfednictvim pokust bylo nejdiive ovéfeno, zda inhibitor H-89 (5 uM) opravdu
blokuje u¢inek PGE: na produkci TNF-a. Protento ucel byla zvolena standardni 1 uM
koncentrace PGE,. U bunééné linie IC-21 bylo prokazano, ze PGE2 po 4 h signifikantné
snizil produkci TNF-a o 15 %. Rovnéz inhibitor H-89 vyznamné, ale nikoli uplné, potlacil
ucinek PGE», ¢imz doslo k navySeni produkce TNF-a o8 %. U obou bunéénych linii
v dalsich pokusech byl rovné€Z prokazan inhibiéni G¢inek PGE> na produkci TNF-a.
Nanestésti z dtivodt velké variability v ramci triplikace jiz nebyla prokazana statisticka
vyznamnost G¢inku inhibitoru H-89. Nicmén¢ v grafech jsou viditelné rozdily, které by byly
jinak prokazatelné, pokud by se zajistila menSi variabilita. Zarovein bylo prokdzano,
Ze samotny inhibitor H-89 bunky Zadnym zplisobem neovliviioval. Produkce cytokinu
bunikami stimulovanymi LPS sH-89 byla srovnatelnd s produkci cytokinu buiikami
bez H-89. U bunék IC-21 musel byt vSak pokus zopakovan, protoze se zdalo, ze H-89
snizuje produkci cytokinu. Nakonec se vSak ukazalo, ze i u linie IC-21 inhibitor PKA H-89
neovliviiuje jeho tvorbu. Dale jsme zjistili, ze i po 24 h je PGE> schopen inhibice TNF-a.
Totéz ovsem neplatilo u H-89, nebot vzadném z pokusii nebylo prokazano, ze by

po 24 hodinach blokoval u¢inky PGEo.

V dalsi Casti experimentovani jsme se zamé&fili na funkci PGE> v klistécich slinach
. ricinus. U slin tohoto klistéte byly potvrzeny ¢etné imunomodula¢ni ucinky ovliviwjici jak

ptirozenou, tak i specifickou imunitu hostitele (Kotal et al., 2015).
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Podatilo se nam potvrdit, ze klistéci sliny vykazuji silny inhibi¢ni efekt na produkci
prozanétlivého cytokinu. Sliny inhibovaly produkci TNF-a 020-45% jak po4 h,
tak i po 24 h, podstatné silnéji nez standardni 1 uM PGEz. Muzeme tedy tvrdit, Ze PGE:
pfitomny ve slinach 1. ricinus o koncentraci 7 ng/ml neni hlavnim iniciatorem inhibice
TNF-a, protoze koncentrace PGE: ve slinach byla 10x niz$i nez nami pouzita koncentrace
PGE; standardu. Potvrzuje to i fakt, ze inhibitor H-89 s velkou pravdépodobnosti blokoval
klistéci PGE2, ovSem kvuli jeho nizké koncentraci nebyla tato inhibice dostacujici, a sliny
tak dal mohly potlacovat produkci cytokinu TNF-o pomoci jinych latek se silnéjSimi

imunomodula¢nimi vlastnostmi.

PGE: iadenosin byly pfedmétem zajmu nékolika studii. V praci Sa-Nunes et al.,
(2007) demonstrovali inhibi¢ni ucinek slin Ixodes scapularis (PGE2 o koncentraci
505 ng/ml) naprodukci IL-12 aTNF-o asoucasné zvySeni produkce IL-10 DCs
stimulovanymi TLR ligandy. DCs preinkubovali s 10 nM PGE> po dobu 30 minut a poté
ptidali LPS (100 ng/ml). Pies noc byla produkce TNF-a snizena na 1/5. Navrhli, ze blokace
produkce  cytokini  témito  prostanoidy, @ muze  pfispivat  k protizanétlivym
a imunosupresivnim G¢inkdm slin in vivo. Je to potvrzeno i faktem, ze inhibice produkce
cytokini DCs nebo makrofagy bylo dosazeno pozoruhodné nizkymi davkami PGE> (Nataraj
modulovana téz PGE> (Harizi et al., 2002). IL-10 slouzi rovnéz jako u¢inny mechanismus
k omezeni maturace DCs a jejich schopnosti iniciovat Thl odpovéd’ (Banchereau et al.,
1988). Je mozné predpokladat, ze sliny inhibuji zanéty a oslabuji Thl odpovéd’, protoze
maturace a diferenciace Thl bungk je zavisla pfedevsim na IL-12 a TNF-a, jejichz produkce

byla vlivem PGE? inhibovana.

Poole et al., (2013) ve své praci demonstrovali vliv PGE2 (352 ng/ml) ve slinach
Dermacentor variabilis naregulaci migrace makrofagti a fibroblast, spolu se sekreci
cytokini produkovanych makrofagy vyuzitim 10 uM receptorového antagonisty PGE2AH
6809. Sliny D. variabilis, podobné¢ jako jinych klistat rodu Ixodes, obsahuji vysoké
koncentrace PGE: a indukuji sekreci PGE2 samotnymi makrofagy. Treffkorn et al., (2004)
studovali u¢inek PGE2 na produkci cytokind TNF-a, ET-1, IL-1a, IL-6 a IL-10 v krysich
jaternich makrofagach stimulovanych LPS. PGE: inhiboval syntézu fibrogenickych
mediatort TNF-a, ET-1 allL-la, asoufasné zvySoval uvolnéni anti-fibrogenickych

mediatort 1L-6 a IL-10. Kim et al., (2000) ukazali, ze interferon gama (IFN-y) inhibuje

42



supresivni ucinky PGE; na produkci TNF-o mys$imi makrofagy. Je znamo, ze IFN-y je
produktem aktivovanych T lymfocytt a je dilezitym aktivatorem makrofagt. IFN-y muze
snizit hladiny LPS pozadované k plné aktivaci monocyti a makrofagi. Kim et al., (2000)
rovnéz ukazali, Ze IFN-y (100 U/ml) zvySuje produkci LPS indukovaného TNF-a, zatimco
sam o sob¢ neindukuje produkci biologicky aktivniho TNF-a v makrofagach (Narumi et al.,
1990). U PGE> se prokazalo, ze redukuje LPS indukovany TNF-a. Nicméné u makrofagi
oSetfenych IFN-y se prokézala snizend reakce k supresivnim u¢inkim PGE;. Makrofagy,
které¢ byly oSetfeny IFN-y pied pfidanim LPS a PGE; zcela ptekonaly jeho tucCinky
na produkci TNF-a. Cim delsi byla doba preinkubace, tim byly makrofagy vice rezistentni
k jakkoli vysokym koncentracim PGE>, a produkce TNF-a se tim vyrazné zvysila. Tato data
naznacuji, Ze efekt byl zprosttedkovany schopnosti IFN-y potlacit inhibi¢ni G€inky PGE2
(Kim et al., 2000).

Aljamali et al., (2002) stanovili obsah PGE. veslinach klistéte Amblyomma
americanum (2830 ng/ml) pomoci radioimunoanalyzy a GC/MS metody. Zajimavym
objevem této prace bylo, ze béhem krmeni se zvysila hladina PGE2z 0,2 ng/ml na 80 ng/par
slinnych Zlaz. Tento narist mize byt zpisoben bud’ pozoruhodnou schopnosti slinnych zlaz
shromazdit PGE> z ostatnich tkani béhem sani nebo syntézou de novo. Carvalho-Costa et al.,
(2015) u klistéte Amblyomma cajennense identifikovali PGE> ve slinach v koncentraci
80 ng/ml. Zjistili, ze PGE2 ma vliv na diferenciaci dendritickych bunék. Ve své praci
preinkubovali DCs s klistécimi slinami v riznych koncentracich a maturaci DCs stimulovali
LPS (100 ng/ml) po dobu 18 h. Data ukazala vyznamné snizeni 1L-12p40, IL-6 a TNF-a
(az 0 90 %). Byla prokazana i signifikantni produkce IL-10 vyvolana slinami (1:10 zfedéné
sliny vyvolaly az Sestindasobné navySeni). U nezralych a aktivovanych DCs, které byly
rovnéz preinkubovany se slinami, byla prokazana snizena schopnost exprese receptoru
CCR5 (receptor pro chemokin RANTES) nebo CCR7 (receptor pro MIP-3p). Sliny tohoto
klistéte zéaroven inhibovaly expresi molekul CD40 a CD86 u zralych DCs, zatimco
iniciovaly expresi molekuly PD-L1 (Programmed death-ligand 1), kterd byla nejvyssi

u buné¢k inkubovanych se slinami bez LPS.

Ve slinach klistéte Rhiphicephalus sanguineus byl identifikovan jak adenosin
(110 pmol/ul), tak PGE2 (100 nM). Ob&é molekuly v DCs inhibuji cytokinovou produkci
ovlivnénim CAMP-PKA signalizace. Oliveira et al., (2011) pouzili ve své praci PKA
inhibitor H-89 (3 uM), aby dokazali, Ze je schopen blokovat imunosupresivni ucinky téchto

latek. Jejich data potvrdila, Ze H-89 signifikatné, ale nikoli Uplné, zvratil inhibi¢ni vlivy
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PGE. aadenosinu. U PGE: se prokazalo, ze je zaroven diferenciacnim inhibitorem DCs

V kostni dfeni. Pokud DCs diferencuji v pfitomnosti PGE2, produkuji vysoké hladiny

w1

rrrrr

V nasi praci bylo zjisténo, ze sliny klistéte Ixodes ricinus obsahuji pouze jednu
nizkomolekularni imunomodula¢ni latku, ato prostaglandin E> (7 ng/ml). Je to zatim
nejnizsi mnozstvi PGE2, které bylo doposud u klistat stanoveno. Potvrdili jsme, ze klistéci
sliny vyrazné inhibuji produkci prozanétlivych cytokint. Nicméné za tuto inhibici jsou
primarn¢ zodpovédné proteiny obsazené v klistécich slinach. Napft. protein Iris ve spolupraci
s jinymi proteiny je zodpovédny za snizeni produkce TNF-a (Leboulle et al., 2002; Prevot et
al., 2009). PGE2 ale muze rovnéz kooperovat s funkcemi imunomodula¢nich proteinu,
a prispivat tak K potlaceni produkce cytokinl, ovSem nikoli tak vyznamné jako PGE>

u jinych klist'at, napt. u Dermancetor variabilis (Poole et al., 2013).

Nepodatilo se nam jednoznatné prokazat efekt PKA inhibitoru H-89
na prostaglandinem E> vyvolanou supresi produkce TNF-o. Po 24h inkubaci nedoslo
k blokaci imunosupresivniho ucinku této latky (ale jen po 4 h). Jednim z moznych divodu
pro¢ H-89 neinhiboval PGE2 po celou dobu pokusu je skutecnost, Ze tento cytokin je
produkovan makrofagy velmi rychle (20 minut), jeho produkce trva kratsi dobu (2-12
hodin), zatimco jiné cytokiny se po stimulaci objevuji pozdéji (Shurety et al., 2000).

Inhibitor H-89 ve slinach ziejmé potlacil PGE; aktivitu, ale vzhledem k jeho nizké

koncentraci neméla blokace signifikantni vliv (sliny dal inhibovaly).

V budoucnu, v pfipadé opakovani pokust, by mohl byt pouzit jiny typ bunék, napt.
dendritické bunky, které byly pouzity téméf ve vSech publikovanych pracech. Rovnéz by
m¢ela byt provedena titrace H-89 a standardniho PGE3, aby byly co nejptesnéji urceny jejich
ucinné koncentrace. Zarovenn by mohl byt znovu analyzovan PGE2, ale ihned po odbéru

klistécich slin.

44



7 ZAVER

Byla vypracovana literarni resSerSe o nizkomolekularnich imunomodulatorech

v klistécich slinach.

Ve slinach klistéte Ixodes ricinus byl stanoven obsah prostaglandinu Ez (7 ng/ml).

Adenosin v klistécich slinach I. ricinus prokazan nebyl.

Pouzitim standardniho PGE: byly ovéfeny inhibi¢ni vlastnosti této
nizkomolekularni latky v supresi produkce cytokinu TNF-a bunéénymi liniemi
IC-21 a PMJ-2R. Podafilo se prokazat, ze Vv prvnich 4 hodinach PKA inhibitor
H-89 blokuje inhibi¢ni vlastnosti PGE2. Jeho efekt napotlaceni PGE>
ptitomného ve slinach . ricinus potvrzen nebyl. Rovnéz se ukazalo, ze klistéci
sliny vykazovaly na produkci cytokint silnéjsi inhibi¢ni G¢inek nez PGE;. Sliny
klistéte I.ricinus tedy moduluji imunitni reakce svého hostitele pomoci

proteinovych latek obsazenych ve slinach ajejich vzajemné kooperace, napf.

protein Iris, IRAC paralogy nebo SALP 15.
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