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2. UVOD DO PROBLEMATIKY

Tato pridce se zabyvd problematikou modulace imunitni odpovédi savciho
hostitele vymeésky paraziti. Tento jev budeme sledovat na piipadu sekretii slinnych
714z klistéte obecného (Ixodes ricinus) a dvou cytokini typickych pro indukovani
anebo naopak potlacovani zanétlivych zmén v tkdnich savich organismt. Jako
pokusny materidl byla zvolena tkanova kultura splenocytii laboratorni mysi (Mus
musculus).

Pfi pfenosu nejriznéjSich infekEnich agens at uz ztad vird nebo bakterii
hematofdgnimi ¢lenovci na cilové hostitele se setkdvdme s jevy velice podobnymi
interakcim mezi hostiteli, ektoparazity a riznymi puvodci protozodrnich ndkaz
Zivocichil i ¢lovéka. Velmi dobfe prostudovanym piikladem takové reakce je Zivotni
cyklus plvodcl maldrie, vytrusovci rodu Plasmodium, kde se ve vztahu jak
k pfenaSe¢i tak vici hostiteli lze setkat s celou fadou vzdjemnych interakci
dulezitych pro Zivotni cyklus parazita. Pro parazity se sloZitym Zivotnim cyklem,
ktery do znacné miry kopiruje Zivotni cyklus hostitelského druhu, je duleZité si
efektivnimi adaptacemi zajistit, aby infikovali co moZnd nejvétsi mnozstvi jedinct
hostitelského druhu. Narozdil od neparazitujicich organisml se v uspéSnost toho
kterého jedince nepocitd pouze pocet pirezivSich potomkd schopnych déle se
rozmnoZovat, ale pouze ti z potomkul, ktefi hostitele dspé$Sné infikovali, protoze
parazit jako takovy jednodusSe nemiize bez vhodného hostitele existovat. Z tohoto
diivodu jsou pro Zivot parazitického druhu takové adaptace naprostou nezbytnosti.

U klistat a dalSich hematofdgnich roztocl se setkdvdme s néc¢im podobnym jako
v ptipadé¢ komar rodu Anofeles a plasmodii. Jde o tzv. slinami aktivovany pfenos,
oznaCovany také zkratkou SAT (z angl. saliva-acivated transmission), tento termin
byl poprvé pouzit v souvislosti s pfenosem viru Thogoto extraktem slinnych Zlaz
klistéte Rhipicephalus appendiculatus. (Nuttall et Jones, 1991)

SAT ztejm¢ hraje pomérné kliCovou ulohu pii dspéSném pienosu ndkaz typu
Lymeské borreliozy. Bylo zjiSténo, Ze k manifestaci onemocnéni stac¢i infekce
pomérné malym poctem spirochét, faddove priblizné desitkami. Princip SAT pak
spoCivd v tom, ze latky nezndmého sloZeni, obsazené ve slindch kliStéte, blokuji

imunitni odpovéd hostitele a tim umoznuji bunkdm borrelii se v klidu pomnoZit a



ziskat tak ndaskok pfed imunitnim systémem hostitele. Dalsi rozvoj onemocnéni pak
probiha daleko snadnéji a rychleji. Branicimu se organismu jsou tak zdsadnim
zpusobem sniZzeny mozZnosti efektivni obrany prostfednictvim jeho imunity. Tyto
molekuly udcastnici se SAT  disponuji  nejriznéj$i  imunomodula¢nimi,
protizanétlivymi a antihemostatickymi G¢inky a nazyvame je SAT-faktory. Je velmi
pravdépodobné, Ze a¢ jde o latky prakticky totoZného ucinku, 1iSi se druh od druhu a
jejich ptfesné sloZzeni je jiné u kaZzdého jednoho druhu kliStéte (potaZzmo
hematofdgniho ¢lenovce obecné). (Nuttall et Labuda, 2004)
Kromé¢ klistat nejriznéjSich roda, jako Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus,
Amblyomma atd. byl tento zplusob pfenosu bakteridlnich a virovych ndkaz zjiStén i u
jinych druhi parazitickych rozto¢l a u komadrl. Tento zplsob pienosu se tykd jak
bakteri6z tak i vir6z a dokonce i onemocnéni zptisobenych parazitickymi prvoky.
Faktory SAT jsou molekuly na bédzi proteint jejichZ bioaktivni ucinek se tyka
zejména ovlivnéni produkce riznych molekul, které v hostitelském organismu
zodpovidaji za mezibunéénou komunikaci. Tato biochemickd individua patii
pfedevSim do rodiny tzv. cytokind, coZ jsou latky, které nemusi byt produkovany
pouze bunikami imunitniho systému. Cytokiny byly postupné objevovany od 80. let
minulého stoleti. Bylo zjiSténo, Ze tyto molekuly neovliviiuji pouze aktivaci,
diferenciaci a proliferaci imunokompetentnich bunck, ale jejich Ucinek ptesahuje
ramec imunitniho systému a mé vliv na systém endokrinni a nervovy. Tyto tii
systémy jsou natolik provdzané, Ze diky tomu vytvaii systém jediny, ktery
zabezpecuje integritu organizmu. Cytokiny je obecné oznaceni zahrnujici nckolik
skupin latek. Mohou to byt molekuly aktivujici T-lymfocity — pak hovofime o
lymfokinech, jestlize na jejich sekreci reaguji monocyty a mikrofdgy, pak se jednd o
monokiny. Dle pavodnich zdvért vétSinu téchto imunomedidtori produkovaly
leukocyty a dal$i leukocyty na né reagovaly vzristem potazmo potlacenim
proliferace, byly tyto molekuly nazvadny interleukiny. Posledni skupinou cytokini
jsou medidtory ovliviiujici riist a diferenciaci hematopoetickych bunék v kostni dfeni,
tzv. faktory stimulujici kolonie (colony-stimulating factors, CSF). Pasobeni cytokint
mize byt jak endokrinni, tzn. pouze systémové, ovliviiovianim buné¢k kdekoliv v
organizmu (tzv. imunohormony, napf. hormony thymu), tak 1 parakrinni (u vétSiny
cytokini), lokdlni plsobeni tykajici se pouze bunck v okoli. Protoze
imunokompetentni bunlky se stéhuji z mista na misto, pohybuji se také jimi

produkované cytokiny a tim se pusobeni cytokini méni z lokdlniho na celkové.



Poslednim zplisobem funkce cytokinii je autokrinni, kdy uvolnény cytokin navodi
expresi vlastnich receptort na buiice.

Cytokiny jsou produkovény v pritbéhu efektorové faze imunity, specifické i
nespecifické. Jejich produkce je kratkodobd s vlastni limitaci imunitni odpovédi.
Funguji jako medidtory a reguldtory imunitnich reakci, nikde se neskladuji, nejsou
vytvafeny pfedem a pfi kazdé imunitni odpovédi se vytvareji de novo. Nejsou
antigenov¢ specifické a piisobi ve velmi malych koncentracich. Nepisobi jen na
jeden typ buné€k, nybrz na vicero typu, tzv. pleiotropni i¢inek. Kazdy cytokin ptusobi
jak zpltisobem sob¢ vlastnim tak i zpiisobem, ktery se mtize s i¢inkem druhého
cytokinu pfekryvat (redundantni i¢inek), mize i¢inek druhého doplnovat
(synergické pluisoben{), nebo miiZze mit opacny (antagonisticky) efekt nez jiny
cytokin. Cytokiny se ddle rozd¢luji podle u¢inkl do riznych skupin, o kterych bude

fe¢ v kapitole vlastni prace.



3. CIL PRACE

Tato prace si stanovuje jednak prakticky a jednak teoreticky cil. Tim praktickym
bylo popsat pokus tykajici se ovliviiovani produkce dvou cytokint, interleukinu-10
(IL-10) a interferonu-gama (IFN-y) mySimi splenocyty prostfednictvim jednak
extraktu ze slinnych 714z (SGE) klistat a jednak také slinami samotnymi. Studovat
jejich vliv na produkci téchto molekul splenocyty stimulovanymi lipopolysacharidem
(LPS) a konkanavalinem A (ConA), vysledky zaznamenat formou grafu, zhodnotit je
a shrnout, vyvodit patficné zdvéry o piipadném jejich praktickém dopadu, zde
zejména pii aplikaci metodiky i na pokus se slinami klistat, ktery je zajimavy tim, Ze
jesté nebyl timto zpisobem provadén.

Teoreticky cil prace lezi v pokryti tématiky cytokinli jako medidtori imunitni
odpovédi organizmu a problematiky slinami aktivovaného ptfenosu (SAT). Ptredlozit
vefejnosti uceleny piehled o podstaté a vyznamu SAT, jak funguje mezibunécnd
komunikace pfi imunitni odpovédi na infekci hematofdgnimi Clenovci pfenédsSené
ndkazy, jak tuto odpovéd ovliviiuje sam vektor, jaké molekuly jsou ji dCastny, jak
toho vyuzivaji samotnd infek¢ni agens ve sviij prospéch a jak vyuzit takto ziskané
poznatky pfi boji s infekénimi onemocnénimi pfendSenymi hematofagnimi c¢lenovci

v podminkach pfirody stfedni Evropy.

4. METODIKA

Price sestdvala z nékolika dil¢ich krokt, které musely byt provedeny pfedtim, nez
byla provedena analyza a zhodnoceni ziskanych dat o vlivu SGE potazmo samotnych

slin klist'at na produkci cytokina buitkami sleziny mys$i (Mus musculus).



4.1 Priprava kultury slezinnych bunék (splenocytii)

Mysi kmene BALB/c, usmrcené zlomenim vazu, sterilnimi niZzkami rozstfihneme
ktiZi na btiSe, dal§imi sterilnimi niZkami pronikneme do dutiny bfi$ni. Musime dbat
na to, aby ntazky neprotrhly sténu stiev, jejich obsah by kontaminoval dutinu bfiSni a
tim by znehodnotil takto ziskand data. Slezinu, podlouhly orgdn uloZeny na pravé
stran¢ nad jatry, opatrné vyjmeme sterilni pinzetou a poloZime je do Petriho misky.
Déle jiz s nimi budeme pracovat ve sterilnim boxu.

Pistem stiikacky opatrné protlacime slezinné buiiky pies sitko a proplachnutim
kultivaénim mediem (RPMI-1640, 10% bovinniho fetalniho séra, antibiotika)
ptipravime bunécnou suspenzi. Suspenzi preneseme Pasteurovou pipetou do
centrifugacni zkumavky a centrifugujeme 5 minut pfi 1000 otdckéach za minutu. Poté
usazené bunky promyjeme mediem, spoCteme v Biirkerové komiurce a roziedime
v mediu tak, aby na kaZdou jamku v panelu na bunééné kultury ptipadlo do 100ul
media vZdy cca 10° bunék. Podle niZze uvedeného schématu (panel je znaden) jsme
do kazdé jamky rozmistili ptislusny pocet bun€¢k ve 100 pul media a bud’ k nim ptidali
stejny objem SGE v koncentraci 80 pug/ml (resp. sliny, fedéné 20x a 100x) nebo jako

kontrolu ¢isté medium.

PANEL.:
1 2 3 4 5 6 718 |9 10 |11 |12
A Kontrola Kontrola + |Kontrola
B Cista LPS +
C ConA
D |SGE cisté SGE + LPS |SGE +
E ConA
F
G
H




Po dvou hodinédch inkubace v termostatu pii 37°C a 5% koncentraci CO, byly
pfidany stimuldtory buné¢ného ristu LPS v kone¢né koncentraci 2 ug/ml a ConA

v kone¢né koncentraci 5 ug/ml. Vzorky byly pro budouci testovani odebirdny vzdy
ze tif jamek po 24 a 48 hodinadch inkubace. (viz schéma: kazda skupina mé dva
sloupce, prvni sloupec jsou vzorky po 24 a druhy po 48 hodindch). Po odbéru vzorkl
media pro stanoveni cytokind byla v kazdé jamce hodnocena Zivotnost splenocytii

barvenim 0,5% roztokem trypanové modfi.

4.2 Priprava SGE a slin kliSt’at

SGE (salivary gland extract) je pfirodni extrakt ziskany ze slinnych zlaz kliStéte
(Ixodes ricinus) vypreparovanych pod mikroskopem.Takto ziskané slinné zZlazy byly
homogenizovany ultrazvukem a po rozfedéni v médiu na koncentraci 80pg/ml
ptipraveny k pouZiti. Do kazdé k tomu urcené jamky se ptfidava po 50 ul SGE.

Sliny ziskdme z klist'at ndsledovné: Nejprve ptilepime kliStata oboustranné lepici
paskou na podlozni skla a pak jim nasadime tenkou kapildru vzdy na hypostom a
jednu pedipalpu. Kapilaru fixujeme plastelinou. Klistata pokapeme 5% roztokem
pilokarpinu v etanolu, ktery u nich vyvold slinéni. Takto pfipravend kliSt'ata
uzavieme do vlhké komtrky a nechdme asi dvé hodiny slinit. Za pfiznivych okolnosti
lze z jednoho kliStéte ziskat az 10 ul slin. Ziskané sliny fedime dle potieby 20x aZz

100x v kultivaénim mediu.

4.3 Vlastni analyza

NejdulezitéjSim a kliCovym momentem celého experimentu byla analyza vzorka
imunoenzymatickou metodou (ELISA). Nejprve byla na oba panely (jeden pro IL-10
a jeden pro IFN-Y) navdzdna purifikovand protilatka proti danému cytokinu nafedéna
vzdy do koncentrace 4 ul/ml v ptisluSném pufru (100 ul/jamku). Byly pouzivany
uhli¢itanové pufry pro IL-10 o pH 6 a pro IFN-y o pH 9,6. Nésledujici den po



inkubaci paneld ve vlhké komurce pfi 4°C byla nejprve vyhotovena kalibra¢ni kiivka,
podle které lze vypocitat piislusné koncentrace cytokind ve vzorcich. Panel zpocatku
promyjeme celkem pétkrit a volnd vazebna mista na panelu vyblokujeme inkubaci s
10% prekolostralnim telecim sérem (PTS) ve fosfaty pufrovaném fyziologickém
roztoku (PBS).Ptipravime fedici fadu cytokinu zac¢inajici koncentraci 4 ng/ml (prvni
jamka). Do kazdé nésledujici jamky pfidame vZdy jednou ziedény roztok z jamky
ptedchozi. (tj. 2; 1;0,5;0,25;0,125;0,0625 a 0 ng/ml pro kontrolu). Pozn.: jamky na
panelu pro analyzu metodou ELISA odpovidaly svym rozmisténim panelu s kulturou
splenocytti. Pfibyl pouze jeden sloupec s kalibracni kfivkou. Poté se do ostatnich
jamek nakapaly odebrané vzorky (100 pl/jamku) , mezitim uchované na —75 °C.
Panely byly poté vloZeny ptes noc do vlhké komiirky do chladni¢ky (4 °C), aby se
cytokin ze vzorku mohl navazat na protilatku. Poté byly panely opét promyty pufrem,
obsahujicim 0,05% Tween 20 v PBS, tentokrat ¢tyfikrat. Byla pfiddna biotinylovana
protilatka (2 pg/ml, 100 pl/jamku) proti danému cytokinu a inkubovéana v jamkdach 45
minut pfi laboratorni teploté. Po promyti bylo do kazdé jamky pfidano 100 pl
komplexu streptavidin-peroxidaza v fedéni 1:1000 a panel byl inkubovan 30 min. pfi
laboratorni teploté. Po jeho navazani byly panely tfikrat promyty a byl pfidan
substrit pro enzym — peroxid vodiku s ortofenylendiaminem. Pfi enzymatickém
Stépeni H,O, se uvoliiuje kyslik, ktery oxiduje bezbarvou redukovanou formu barviva
na jasné Zlutou formu oxidovanou. Intenzita Zlutého zabarveni, ktera se potom méii
spektrofotometrem je pfimo umérna koncentraci cytokinu ve vzorku, protoze
enzymatickd reakce mize probéhnout vZzdy prave jen tam, kde se enzym v komplexu
se streptavidinem navaze na biotinylovanou protildtku (nenavdzany se promytim

odplavi). Vysledky byly vyhodnoceny a sestaveny do grafu v pocitaci.
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5. VLASTNI PRACE

V tivodu jsme se seznamili s cytokiny a SAT jakoZto s pojmy, které ndm pomohou
pochopit podstatu jevl probihajicich na molekuldrni drovni pfi interakcich mezi
vektory ndkaz, jejich infekénimi plvodci a hostiteli. Pochopeni téchto procest a
objeveni konkrétnich aktivnich ldtek do nich zapojenych by mohlo pfispét
k vytvoteni vakcin a vytvofeni novych 1é¢ebnych postupli proti nejriznéjSim takto

pfendSenym chorobdm.

5.1 Vysledky méreni

Tato kapitola popisuje konkrétni vysledky a zjiSténi, ke kterym jsme dosli

v prub&hu nasich méfeni. Pokus byl provadén v obdobi od 10. do 24. VIII. 2005.

5.1.1 Vliv SGE na indukeci IFN-y

Provadéno bylo jedno méfeni, pfi némZ se prokdzalo, ze SGE obecné¢ sniZuje
sekreci IFN-yjak v prostfedi bez stimulace tak 1 v prostfedi stimulovaném.
pouziti ConA neni tento jev tak vyrazny, i kdyz se také projevuje. SGE vyraznéji
potlacuje sekreci IFN-y kulturami splenocytt 48 hodin starymi, vyraznéji nez je tomu

u kultur starych pouze 24 hodin. (viz graf ¢. 1)

5.1.2 Vliv SGE na indukci IL-10

Provddéna zde byla celkem dvé méfeni. V obou byla prokdzdna schopnost SGE
zvySovat produkci IL-10, 1 kdyZ v prvnim méfen{ pfi stimulaci IL-10 byl zaznamenan
rovnéz pokles. Naproti tomu v druhém méfeni i v ptipadé LPS stimulace SGE piisobi

na produkci IL-10 pozitivné, podporuje ji. Co se tyCe pfipadu indukce IL-10 ve
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vzorcich s ConA stimulaci a v kontrole, zde je narast produkce IL-10 po ptidani SGE
jesté vyraznéjSi. Pfi druhém méfeni kontrola bez stimulace a bez ptfidani SGE
neprodukovala dokonce zadnd méfitelnd mnoZstvi tohoto cytokinu. Zde SGE
zpusobil dokonce nékolikandsobny nartast mnozstvi IL-10. (viz graf ¢. 2)

Vliv slin se ve své podstaté nelisSi od vlivu SGE. Bohuzel se nepodatilo ziskat
dostatecné mnozstvi slin z klistat a tak bylo provedeno pouze jedno méfeni, a sice
v podminkach 24 hodin staré kultury stimulované pomoci LPS. Dosazeno bylo efektu
pozitivni indukce, i kdyz ne v takové mite jako pfi pouziti SGE. Ziejm¢ je to déno
faktem, ze slin bylo ziskdno méné¢ nez potfebné mnozstvi, které tedy obsahovalo

mén¢ aktivnich latek nez SGE (viz graf ¢. 3)

5.2 Cytokiny v imunitnim systému a vliv SAT na né

V této Ccasti se podrobnéji sezndmime s podstatou cytokini a jejich mistem
v imunitnim systému a s cestami, jakymi hematofagni ¢lenovci piisobi na jejich

sekreci a tim i na buné¢nou komunikaci pfi imunitni odpovédi hostitele.

5.2.1 Charakteristika, piisobeni a vyznam cytokini

Odhaleni cest produkce, exprese a inhibice medidtori imunitni odpovédi ndm
mimo jiné mize pomoci najit vhodnou terapii jinak velmi téZko Iécitelnych
zanétlivych procest vzdorujicich konvencni 1é¢bé antibiotiky, miZe poskytnout nové
moznosti pro potlaCovani jak prehnanych imunitnich odpovédi (napf. alergické
stavy), tak pro posileni pfirozené obranyschopnosti pacienti trpicich
imunodeficiencemi rizného typu. TéZ jejich vyuziti v boji proti nddorovym
onemocnénim se jevi slibnym.

Pravé nddorové bunky sekreuji mnozstvi cytokint. Tak byly ziskdny homogenni
populace bunék, jez je vymé&Suji ve vétsi mite nez kultury lymfoidnich bunék. Ddle
byla potvrzena existence specifickych bunécnych linii, zdvisejicich ve svém rlstu na
nékterém z cytokini. Odhaleni funkci jednotlivych zdstupct cytokint vedlo k zdvéru,

Ze jsou cCasto popisovany ruzné funkce téhoz faktoru. To si vyzadalo zavedeni
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disledné nomenklatury, kde byla celd fada cytokinli oznacena jako interleukiny (IL),
pro zdiraznéni jejich nenahraditelné funkce pfi komunikaci mezi leukocyty.
Problémem ve vyuZiti imunomoduldtort v medicinské praxi vSak zlstdva
pfedevsim fakt, Ze organismus pro mezibunécnou komunikaci syntetizuje jen velmi
malé mnozstvi téchto latek, takZe je prakticky nemozné je standardnimi metodami
biochemické purifikace z bunék extrahovat. Navic doba jejich plsobeni je
mimofadné kratka. Velky pocet té€chto imunoaktivnich molekul byl proto
charakterizovan az diky poznani zplsobu jejich syntézy bunkami a gend,
zodpovidajicich za jejich expresi, s vyuzitim modernich metod genového inZenyrstvi.
Nasledujici tabulka ptedstavuje struény piehled zdkladnich medidtorti a reguldtort

imunitni odpovédi.

Cytokin M, Zdroje Cile pusobeni ucinek
Interferony 1.|18000 |Monocyty VSechny buitky | Antivirovy ucinek
typu (a,p) Makrofagy Prolifera¢ni Gcinek
Fibroblasty Zvys. exprese MHC-I
Dalsi bunky NK-bunky Aktivace
IL-15 13000 |Monocyty NK-bunky Proliferace
Makrofagy T-lymfocyty
Dalsi bunky
IL-12 35000 |Monocyty NK-bunky Syntéza IFN-y
Makrofagy T-lymfocyty Diferenciace
Dendritické Ty-lymfocytt
buiiky
TNF 17000 |Monocyty Neutrofily Aktivace (zanét)
Makrofagy Endotelové Aktivace (zanét,
T-lymfocyty bunky koagulace)
Hypothalamus Horecka
Jatra Proteiny akutni faze
IL-1 17000 |Monocyty Svaly, tuk Katabolismus
Makrofagy Endotelové Aktivace (zéanét,
Dalsi bunky bunky koagulace)
Hypotalamus Horecka
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Jatra Proteiny akutni faze

IL-6 26000 |Monocyty Svaly, tuk Katabolismus

Makrofagy B-lymfocyty Rist

Endotelové Jatra Proteiny akutni faze

bunky

T-lymfocyty Thymocyty Kostimulace
Chemokiny 8000- |Monocyty Leukocyty Chemotaxe

10000 |Endotelové Adheze

bunky Aktivace

Fibroblasty

T-lymfocyty

Trombocyty
IL10 20000 |Monocyty Monocyty Inhibice

T-lymfocyty Makrofagy Inhibice

Keratinocyty B-lymfocyty Aktivace

5.2.2 Receptory pro cytokiny

Jednd se o transmembrdnové proteiny o dvou funkcéné odliSnych doménach:

a) extracelularni, kterd zabezpecuje vazbu na cytokin

b) cytoplazmaické, kterd zodpovidd za zahdjeni intraceluldrnich signaliza¢nich

procesu.

Tyto receptory lze rozd¢lit do péti skupin:

1.

napf. receptor pro IL-1. Tyto proteiny patii do velké imunoglobulinové
rodiny.

tzv. rodina cytokinovych receptoru I. tfidy (napf. receptory pro IL-6, 1L-12,
IL-15). Maji stejny typ extracelularni domény, kde se opakuje v primédrni
struktufe stejny aminokyselinovy motiv, sekvence trp-ser-x-trp-ser, kde x je
libovolnda dal$i aminokyselina

vvvvvv

naSeho experimentu, nebot’ sem patifi receptory pro interferony a IL-10
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4. napft. receptory pro TNF
5. receptory chemokinli, vyznaény rys jejich struktury je, Ze transmembranovy

a-helikdlni fetézec prochdzi pfes membranu sedmkrat.

5.2.3 Uloha cytokini zanétlivé odpovédi

Cytokiny zprosttedkovdvaji komunikaci mezi jednotlivymi bunécnymi
subpopulacemi také pti reakci organismu na poskozeni tkdn¢ nebo na infekci. Jde
o sérii nespecifickych jevli zndmou jako odpovéd akutni faze. Zanétlivé bunky
adheruji na epitel okolnich cév a pronikaji do tkdné pravé pod vlivem cytokind.
To vede k migraci lymfocytli, monocytd, Zirnych bunék, neutrofill, eosinofili a
basofili na postizené misto a ndsledné likvidaci antigenu. Dadle dochazi
k odpovédi systemické, zahrnujici vyvoj horecky, kterd inhibuje rust patogent a
zvysSuje imunitni odpovéd’. TéZz vzristd sekrece nékterych hormont (ACTH,
hydrokortizon). ZvySuje se pocet leukocytt v krvi.

V zacatku akutni faze jsou aktivovany tkanové makrofdgy a uvolnény tii
synergicky pusobici cytokiny: TNFa, IL-1 a IL-6. Tyto indukuji mnoZstvi
lokdlnich i systémovych zmén jako zména propustnosti cév, zvysSeni exprese
adhezivnich molekul na cévnich endotelech (TNFa a IL-1), TNFo a IL-1 také
pusobi na makrofdgy a indukuji tvorbu IL-8, ktery zodpovida za zvySeni adheze
neutrofili k endotelidlnim bunkdm a zdroven plsobi jako jejich chemotakticky
faktor. IFNy chemotakticky pfitahuje makrofagy a spolu s TNF aktivuji
makrofdgy a neutrolily. ZvySend teplota je vyvoldna spole¢nym uc¢inkem IL-1,
TNF a IL-6. Sekrece faktord stimulujicich kolonie je spuSténa plsobenim TNF,
ktery tu plisobi na makrofagy a endotelidlni buniky. Syntéza téchto tii cytokintu je
indukovana stimuly charakteru virového, endotoxinem, ale také i cytokiny
samotnymi. TNFa a IL-1 svou expresi indukuji vzdjemn¢, anebo také mohou byt

spoustécimi mechanismy exprese IL-6.
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5.2.4 IFN-vy a jeho funkce

Jednd se o homodimericky glykoprotein s M; 21 000 — 24 000, produkovany
hlavné Tyl-lymfocyty, CD8"-T-lymfocyty a NK-buiikami. Vznikd stimulaci
lymfocytl antigeny a jeho syntéza je zvySovana IL-2, IL-12 a IL-18.

Jeho receptor je sloZen ze dvou fetézcl, o a B. Za vazbu cytokinu zodpovidd a-
fetézec, zatimco za pienos signdlu fetézec . Receptor pro IFN-y je odlisny od
receptort pro IFN-o a IFN-f, také ptfenos signdlu zabezpecuji zcela jiné proteiny.
IFN-y se vyznacuje velmi vyraznymi imunomodula¢nimi ucinky, pfedevSim ma
jeho ucinek na makrofiagy, IFN-y podporuje syntézu lysozomovych enzymu
(hydroldaz, esterdz a neutrdlnich protedz), ¢imz zvySuje jejich baktericidni a
tumoricidni aktivitu. Jeho plisobenim se také zvySuje schopnost makrofagi
reagovat na IgG, pohlcovat a degradovat imunokomplexy. ZvySuje rovné€z expresi
MHC molekul prvni i druhé tiidy (IFN-a a IFN-B zvySuji expresi pouze tiidy
MHC 1.), diky ¢emuZ se podstatné zlepSuje schopnost makrofdgii prezentovat
antigeny. IFN-y také zvySuje sekreci monokint, zejména IL-1 a TNF.

IFN-vy ptisobi vyrazné také na NK-buiikky — zvySuje expresi adhezivnich molekul a
membrdnovou fluiditu a tim zesiluje vazbu mezi efektorovou (NK) buinikou a
terCovou bunkou. Pisobenim IFN-y také vzrista metabolickd aktivita NK-bun¢k a
jejich produkce cytotoxickych molekul. IFN-y aktivuje 1 neutrofily, i kdyz
ponékud méné nezZ TNF nebo lymfotoxin, zvySuje jejich metabolickou aktivitu,
produkci kyslikovych radikdlt a také zintenziviuje jejich schopnost nicit cizi
struktury.

IFN-y aktivuje i cévni endotelové bunky, usnadiiuje adhezi lymfocyta k cévni
stén¢ a tim podporuje jejich penetranci do prostfedi mimo cévy.

IFN-y ma vliv na alergické reakce. Ackoliv blokuje IL-4 pfti indukci protilatek
IgE, zdroven zvySuje uvoliovdni histaminu z bazofild. Tak se vysvétluje
schopnost IFN-y vyvoldvat alergické astmatické reakce.

IFN-y je ncékdy vyuZivdn k terapii nékterych virovych onemocnéni jako jsou
nékteré typy chronickych hepatitid, herpes zoster, herpes simplex nebo varicela.

Tato 1éCba je vSak zatiZena mnohymi vedlejSimi ucinky, jako je horecka, ties,
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zimnice, bolesti hlavy a svalii, nausea, inava a nechutenstvi, pii delSim podavani

ubytek leukocytl, poruchy funkce jater a nervového systému.

5.2.5 IL-10 a jeho funkce

IL-10 je dimerizujici polypeptid (v extraceluldrnich prostordch se vyskytuje
jako homodimer), svoji tercidrni strukturou velmi podobny IFN-y.

Jeho receptor je sloZen ze dvou fetézcd, o a . Za vazbu molekuly IL-10
zodpovidd o-fetézec, B-fetézec zodpovidd za pienos signédlu. IL-10R B-fetézec je
stejny i pro cytokin IL-20 a jeho chybéni muize ptfispivat ke vzniku Crohnovy
choroby a splenomegalie. a-fetézec je receptor vysoké afinity, patiici do rodiny
cytokinovych receptorti druhé tiidy. IL-10 produkuji zejména monocyty a
makrofagy, T- a B-lymfocyty a keratinocyty. Vybornym induktorem syntézy IL-
10 je pravé LPS, je vSak zajimavé, Ze produkce IL-10 je pozdéjSim projevem
stimulace bunék imunitniho systému. Vcasnd odpovéd na LPS se projevuje
zvySenim hladiny TNF, IL-1 a IL-12. Tato prozanétlivd odpovéd se manifestuje
ptiblizn€ do pul hodiny po aplikaci LPS. Poté ptichdzi obdobi sekrece antagonistli
receptoru pro IL-1 a az posléze, ve tfeti fazi dochdzi k nartstu syntézy IL-10 (6
az 8 hodin po aplikaci) (Nuttal et Labuda, 2004). IL-10 je tak logicky pfirozenym
kontrolnim faktorem zabranujicim piehnané odpovédi organizmu na zanétlivé
cytokiny.

Jeho biologickd funkce ma hlavni té€zisté v tom, Ze inhibuje produkci zanétlivych
cytokint jako IL-1, IL-6 a TNF, jejich inhibitori, nékterych chemokint (napft.IL-
8), IFN-y a IL-12, ¢imZ snizuje aktivaci NK-bunck. IL-10 inhibuje také syntézu
IL-2 a IL-5, snizujic tak expanzi T-lymfocytl. Potlacuje expresi MHC-molekul
II.tfidy, kostimulacnich a adhezivnich molekul a tak zna¢né omezuje schopnost
makrofagli prezentovat antigen.

IL-10 neni pouze cisté antiinflamacni a inhibi¢ni cytokin, nékteré jeho funkce
zvySuji imunitni odpovéd organizmu, zejména stimulaci a diferenciaci B-
lymfocytl. Indukuje syntézu urcitych tfid protilatek (IgG1l a IgG3) a stimuluje
produkci IL-15, ¢imZ napomédhd expanzi B-lymfocyti. Pisobi chemotakticky na

CD8"-T-lymfocyty a podporuje fagocytézu neutrofili.
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Zajimava je skutecnost, ze protein BCRF1 viru Epstein-Barrové je z 84%
homologni s IL-10. Tento protein se tvofi v infikovanych bunikdach v produkéni
fazi virové infekce. BCRF1 tak muZe poskytnout viru selektivni vyhodu inhibici
produkce IFN-y a tim tlumi{ intenzivni antivirovou odpovéd’. Déle také inhibuje
produkci molekul TAP-1 a tim zabranuje cytotoxickym T-lymfocytim
v prezentaci svych peptidi. Tim, Ze soucasné¢ podporuje proliferaci B-lymfocyt
zabezpecuje dalsi cilové bunky, které miZe napadnout a dile se Sifit.

Inhibi¢ni a antiinflamacni plsobeni IL-10 se zacind vyuZivat také terapeuticky pfi
zanétlivych onemocnénich tlustého stfeva, Crohnové chorobé, revmatu,

roztrousené skler6ze nebo lupence.

5.2.6 Slinami aktivovany prenos a jeho faktory

Bylo zjiSténo, Ze pro vyvolédni infekce a ndslednou manifestaci onemocnéni
sta¢i pouze velmi maly pocet infekénich agens pienesenych do organizmu. Pfi
zhodnocovani domnénky, Ze zde musi do hry vstupovat i organizmus vektora
nebo alespon jim produkované litky doSlo k objevu interakci mezi molekulami
obsazenymi ve slindch vektora (hematofdgniho ¢lenovce, zde klistéte), infekénim
agens (jedno jestli bakteridlniho, virového nebo protozodrniho charakteru) a
imunitnim systémem hostitele. Jinymi slovy, Ze imunitni odpovéd hostitele na
infekci pfenesenou vektorem musi byt né¢jakymi aktivnimi mechanismy ze strany
vektora modulovédna a toho muZe pfipadny patogen vyuZit pro svij prospéch, tim,
Ze se v dob¢ oslabeni imunity hostitele pomnozi a ziska tak nad ni ndskok. Tento
jev posléze ziskal oznaceni slinami aktivovany pfenos infekce, neboli SAT (z
angl. saliva activated transmission).

Ptfi studiich interakci mezi virem Thogoto a kliStétem Amblyomma variegatum
bylo zjisténo, ze molekuly aktivni pfi SAT se normélné nevyskytuji ve slinnych
7Zlazéach, ze se zde kumuluji a vylucuji az v prib&hu sani, pficemz vrchol jejich
sekrece nastdvd az mezi 5.-8. dnem sdni. Faktory SAT zahrnuji molekuly rtzné
povahy a rozli¢ného pusobeni. Najdeme zde jak molekuly antihemostatické, které
vSeobecné pii slinami aktivovaném pienosu zfejm¢ nebudou hrat hlavni roli, i

kdyz pti vyzkumech s kliStétem [Ixodes scapularis a rickettsii Anaplasma
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phagocytophilum na nakazenych mySich prokdzaly pozitivni roli drobnych
krvaceni (Borjesson et al., 2002). Zfejm¢ nadé&jnéjSimi budou v tomto ohledu
molekuly s vazodilataénim plsobenim, avSak toto plsobeni je u klistat
pfipisovdno vylucovani prostaglandinti a prostacyclint, pro které vSak uloha pfi
pfenosu infekce doposud nebyla objasnéna. (Rajska et al.2002)

Nejvétsi vyznam pro SAT ziejmé maji molekuly pfimo pusobici na imunitni
systém hostitele (sem patfi latky vazici histamin, imunoglobuliny a pravé také
cytokiny). Pro klistata Ixodes ricinus byl jejich 1ucinek demonstrovan
prostiednictvim SGE jak u nasdtych tak u nenasatych jedinci. Ackoliv u
nenasatych samic pfi pfenosu viru klistové encefalitidy (TBEV) nebyl SAT efekt
vyznamnéji zaznamenan (Labuda et al. 1993), stoji za to zhodnoceni jeho vlivu
pifi pfenosu Lymeské borreliézy. Borrelia burgdorferi sensu lato se ve svych
raznych genospecies liSi v pfezivani v sérech rGznych hostiteli. Zatimco B.
garinii UspeSné preziva ptaci sérum, je velmi rychle lyzovana sérem hlodavéim. U
B. afzelii je tomu piesné¢ naopak. (Kurtenbach et al. 1998). Nékteré kmeny B.
garinii jsou citlivé i na lidské sérum, coz je protichidné zjisténi faktu, Ze B.
garinii muze u Clovéka vyvolat nervovou formu borreliézy. Nabizi se vysvétlenti,
nemuZze-li B. garinii k pfeziti v lidském organizmu dopomoci prdavé slinami
aktivovany pienos kliStétem.

Pti séni kliStéte se navic mohou z téla hostitele do gastrointestindlniho traktu
klistéte a odtud pies stievni sténu do hemolymfy dostdvat IgG protilatky, které
mohou byt dalsi ptekdZkou v Sifeni infekce do hostitelského organismu. Vektor
vSak spolu se slinami vylucuje také proteiny vazici IgG protilatky, tzv. IGBP.
Jejich vyskyt a rozsifeni je velky a naznacuje jejich znacny vyznam.

Proteiny SGE vaZzici cytokiny blokuji pfedevSim cytokiny zodpovidajici za
manifestaci zanétlivé reakce a tim mohou ¢init kliStata vyznamnou vstupni
branou zoondz, i kdyz se ptisobeni SGE na jednotlivé cytokiny druh od druhu li${
(Hajnicka et al., 2004) a jednotlivé molekuly zodpovidajici za modulaci hladiny

toho kterého cytokinu nejsou doposud identifikovdny. (Nuttal et Labuda, 2004).
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6. ZAVERY

- Pfi ptipravé kultur splenocytii se buniky dle o¢ekavani Iépe rozmnoZuji, rostou
a prezivaji pfi stimulaci LPS a ConA, standardné se pohybuje procento
pfezivsich splenocyti v mediu okolo 60%, pfi stimulaci vySe uvedenymi
mitogeny vzrustd az mezi 75 — 85%. Tento vliv je patrny v kulturdch 48 hodin
starych vice nez je tomu v kulturdch starych pouze 24 hodin. Na pfezivani
splenocytii v mediu nemaji vliv ani sliny ani SGE a to jak v kontrolnich, tak i
ve stimulovanych vzorcich.

- Inhibice sekrece IFN-Yy jakoZto cytokinu typického pro manifestaci zanétlivych
procest, a naopak pozitivni stimulace sekrece IL-10 jakoZto cytokinu
antiinflamac¢niho ma za ndsledek odddleni vzniku zanétlivé odpovédi a tlumeni
pfehnané imunitni odpovédi nevyhodné jednak pro vektora a tim spiSe pro
pfipadné patogeny jim piendsené. Tim muze vektor pfispivat k pfenosu téchto
infekCnich agens. Se zjiSténymi fakty v podstaté koresponduje i prdce Toman

et al. 2000.

20



7. POUZITA LITERATURA

Toman M. et al. (2000): Veterindrni imunologie, Grada Publishing, 1-416, Praha
Nuttall P.A. et Labuda M.:Tick-host interactions: saliva-activated transmission,

Oxford Un. Publishing, Oxford UK

21



8. PRILOHY

Graf ¢. 1: Indukce IFN-y vlivem SAT (simulovanym pomoci SGE).
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Graf ¢. 2: Indukce IL-10 vlivem SAT, 1. méfeni (simulovano pouzitim SGE)
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Graf ¢. 3: Indukce IL-10 2. méfeni (s vysledky zhodnoceni vlivu slin)
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