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0 Streszczenie

Wprowadzenie i cel pracy. Kleszcze to stawonogi odzywia-
jace sie krwig zwierzat i ludzi. Transmitujg chorobotwércze
bakterie, wirusy i pierwotniaki, w tym kretki Borrelia burgdorferi
wywotujace borelioze zLyme i wirusa kleszczowego zapalenia
mo&zgu. Hodowle komérkowe wyprowadzone z tkanek wekto-
réow znalazty szerokie zastosowanie w badaniach in vitro. Celem
pracy byt przeglad literatury dotyczacej kleszczowych linii
komérkowych orazich zastosowania w badaniach naukowych.
Metody przegladu. W pracy opisano artykuty wyszukane
w bazie PubMed na podstawie stéw kluczowych: ,kleszczo-
wa linia komérkowa” (ang. tick cell line) lub ,linia komérkowa
z kleszczy” (ang. cell line from tick).

Opis stanu wiedzy. Pierwsza kleszczowg linie komérkowa
wyprowadzong z Rhipicephalus appendiculatus opisano w 1975
roku. Obecnie wyprowadzono ponad 50 ciggtych linii komor-
kowych zréznych gatunkéw kleszczy. Wiekszo$¢ z nich nalezy
do embrionalnych, czyli wyprowadzonych z jaj ztozonych
przez samice kleszcza. Z gatunku Ixodes ricinus, najczesciej
spotykanego w Polsce, dostepne sg 4 linie komdrkowe. Linie
sg szeroko wykorzystywane w badaniach naukowych nad bio-
logig i fizjologia kleszczy, ich odpornoscia na akarycydy oraz
poswieconych poznaniu uktaduimmunologicznego kleszczy.
Hodowle znalazty zastosowanie w badaniach interakcji wek-
tor-patogen, charakterystyce mikroorganizméw oraz w izo-
lacji licznych patogennych i niepatogennych drobnoustrojéw
ze Srodowiska.

Podsumowanie. Skuteczno$¢ zastosowania kleszczowych
linii komérkowych jako narzedzia badawczego potwierdza
stale rosnaca liczba prac naukowych zich wykorzystaniem. Ich
uzycie moze mie¢znaczenie dla opracowania skutecznej diag-
nostyki, profilaktyki oraz w leczeniu choréb odkleszczowych.
Dzieki stale rozwijajgcym sie nowym metodom badawczym
kleszczowe linie komérkowe moga by¢ przydatnym narze-
dziem w przysztych pracach naukowych.
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0 Abstract

Introduction and Objective. Ticks are blood-feeding
parasites of animals and humans belonging to arthropods.
They transmit pathogenic bacteria, viruses, and protozoa,
including Borrelia burgdorferi (causative agent of Lyme
borreliosis) and tick-borne encephalitis virus. Cell cultures
derived from vector tissues are tools for a wide range of in
vitro studies. The aim of the study was to review the literature
on tick cell lines and their application in scientific research.
Review methods. The terms “tick cell line” or “cell line from
tick” were used in searching the PubMed® database.

Brief description of the state of knowledge. The first
tick cell line derived from Rhipicephalus appendiculatus was
described in 1975. Currently, more than 50 continuous cell
lines from various species have been derived. Most of them
are embryonicand derived from eggs laid by female ticks. Four
cell lines are available from the most common tick in Poland
— Ixodes ricinus. The lines are widely used in research on the
biology and physiology of ticks, their resistance to acaricides,
and the understanding of the immune system of ticks. Cultures
have been used in the study of vector-pathogen interactions,
the characteristics of microorganisms, and for the isolation of
numerous pathogenic and non-pathogenic microorganisms
from the environment.

Summary. The effectiveness of tick cell lines as a research tool
is confirmed by an increasing number of scientific reports.
Their use may be important in the development of effective
diagnosis, prevention, and treatment of tick-borne diseases.
Tick cell lines may be a useful tool in future research through
the development of new research methods.
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WPROWADZENIE | CEL PRACY

Kleszcze naleza do pasozytniczych stawonogdéw odzywiaja-
cych sie krwig zywicieli. Uczestniczg w przenoszeniu cho-
robotworczych bakterii, wiruséw oraz pierwotniakéw. Na
$wiece opisano ponad 900 gatunkéw kleszczy, z czego blisko
70 gatunkow wystepuje w Europie. Gatunkiem kleszcza
najczesciej spotykanym na terenie Polski jest Ixodes ricinus
(kleszcz pospolity). I. ricinus uczestniczy w przenoszeniu 2
najwazniejszych patogenéw odkleszczowych w Europie: Bor-
relia burgdorferi - bakterii wywolujacych borelioze z Lyme
oraz wirusa kleszczowego zapalenia mézgu. W ostatnich
latach odnotowywany jest wzrost aktywnosci kleszczy oraz
liczby zachorowan na choroby odkleszczowe, co zwigzane
jest ze zmianami klimatycznymi, przemieszczaniem zwierzat
oraz wzrostem zainteresowania spofeczenstwa rekreacja na
terenach wystepowania kleszczy [1, 2].

Metody badawcze umozliwiajace ciagta hodowle komorek
wyprowadzonych z tkanek wektoréw i rezerwuaréw stano-
wia wazng dziedzing badan in vitro. Znajduja szerokie zasto-
sowanie w badaniach podstawowych biologii pasozytéw, od-
dzialywan gospodarz-wektor-patogen oraz w zapobieganiu
chorobom przenoszonym przez wektory. Przyktadem takich
linii sg kleszczowe linie komoérkowe (KLK), wyprowadzone
z tkanek kleszczy. Od roku 1975, kiedy to opisano pierwsze
hodowle KLK, zakres ich wykorzystania stale si¢ poszerza
iobejmuje przede wszystkim namnazanie patogenéw w KLK,
badania nad biologia, genomika i proteomika kleszczy oraz
manipulacje genetyczne [3].

Celem pracy byl przeglad piSmiennictwa dotyczacego
kleszczowych linii komoérkowych (ang. tick cell lines) oraz ich
zastosowania w badaniach naukowych. W artykule skupiono
sie na liniach kleszczowych wyprowadzonych z gatunkéw
kleszczy wystepujacych na terenie Polski oraz ich wyko-
rzystaniu w badaniach nad patogenami wykrywanymi na
obszarze kraju. W pracy opisano artykuly wyszukane w ba-
zie PubMed, wyselekcjonowane na podstawie stow kluczo-
wych: ,kleszczowa linia komdrkowa” lub ,linia komérkowa
z kleszczy” (ang. cell line from tick). Uwzgledniono gltéwnie
publikacje, ktore ukazaly sie w latach 2000-2021.

OPIS STANU WIEDZY

Historia kleszczowych linii komérkowych

Prace nad hodowla komoérek kleszczy rozpoczeto ponad 60
lat temu. Poczatkowo ich zywotno$¢ osiggata zaledwie 6 mie-
siecy. Pierwsza ciagta linia zostata wyprowadzona z kleszcza
nalezgcego do gatunku Rhipicephalus appendiculatus [4].
Wydaje si¢, ze podstawowe znaczenie w dazeniu do wypro-
wadzenia cigglej linii ma doswiadczenie naukowca oraz czas
i cierpliwo$¢, poniewaz stworzenie odpowiednich warunkéw
hodowli moze zaja¢ nawet 5 lat. Uzyskane dotychczas KLK
w ogromnej wiekszo$ci zostaly opracowane przez dwa zespo-
ty naukowcdéw kierowane przez T.J. Kurttii U.G. Munderloh
oraz przez L. Bell-Sakyi. Najwigcej dostepnych KLK zostato
wyprowadzonych z komérek embrionalnych (51 sposrod 58),
pozostale uzyskano z larw lub nimf kleszczy.

Charakterystyka i warunki hodowli kleszczowych
linii komérkowych

Kleszczowa hodowla komoérkowa sktada sie z dwdch lub
wiecej rodzajow komoérek w réznych proporcjach, zaleznych

do czasu hodowli i numeru pasazu. Hodowla komoérek po-
siada wspdlne cechy z odzywiajacymi si¢ krwia kleszcza-
mi i dlatego wymaga zastosowania podlozy wzbogaconych
o surowice, tak jak w przypadku hodowli komérek ssakow.
Nie przylegaja silnie do podloza i rosna w 3 warstwach jako
komorki tworzgce monowarstwe komorek oraz komorki
zawieszone w podfozu. KLK nalezg do rzadko dzielacych
sie komorek i nie wymagaja ciaglych pasazy. Moga by¢ przez
krotki czas przechowywane w temperaturze 4 lub 12°, co jest
preferowang metoda przechowywania, poniewaz mrozenie
w cieklym azocie jest niezalecane dla tego typu linii. Podsu-
mowujac, nalezy stwierdzi¢, iz linie sg dosy¢ odporne i moga
by¢ utrzymywane przez kilka lat przy regularnej zmianie
podloza i rzadkich pasazach [3].

Wigkszoé¢ dostepnych KLK nalezy do linii embrionalnych,
o czym decyduje rodzaj materialu wyjsciowego uzytego do
zalozenia hodowli. Jaja kleszczy to material najbardziej do-
stepny w poréwnaniu do pozostatych stadiéw rozwojowych
kleszczy. Ponadto hodowla wyprowadzona z jaj skiada sie
w wigkszo$ci z komoérek niezréznicowanych o najwiekszym
potencjale do szybkiego wzrostu. Wyprowadzenie takiej
linii rozpoczyna si¢ od napitej krwia samicy kleszcza, ktdra
poddawana jest powierzchniowemu odkazaniu, a nastepnie
w warunkach laboratoryjnych sklada jaja. Po zakonczeniu
tego procesu jaja sa sterylizowane i rozkruszane w odpo-
wiednim podtozu hodowlanym lub roztworze soli. Przygo-
towana zawiesina tkanek i komérek kleszczy inkubowana
jest w odpowiedniej temperaturze, wynoszacej najczesciej
od 28 do 34°C [5]. W wigkszosci hodowli podloze jest wy-
mieniane w odstepach tygodniowych; najczesciej stosowane
jest podloze Leibovitz L-15 z dodatkiem suplementéw: bu-
lionu fosforanowo-tryptozowego (ang. tryptose phosphate
broth, TPB) i plodowej surowicy bydlecej (ang. fetal bovine
serum, FBS) lub modyfikowane podloze L-15B opisane przez
Munderloh i Kurtti [6]. W przypadku niektérych gatunkow
kleszczy sukcesem zakonczyly sie proby wyprowadzenia
hodowli z mlodocianych stadiéw — larw i nimf, natomiast do
dzi$ nie udalo si¢ uzyska¢ hodowli z narzadéw kleszcza, ta-
kich jak §linianki, jajniki czy jelita. Ciagte hodowle komoérek
kleszczy wykazujg zréznicowanie fenotypowe i genotypowe,
co stanowi ich zalete w badaniach nad nieznanymi mechani-
zmami, np. tym, ktéry rodzaj komoérek kleszczy wspomaga
replikacje wirusa. Heterogenno$¢ linii jest korzystna takze
dlatego, ze umozliwia izolacje nowych wiruséw pochodza-
cych ze $rodowiska lub prébek klinicznych [5, 7].

Bank komorek kleszczy i dostepne linie komérkowe
Bank komérek kleszczy (Tick Cell Biobank) zostat utworzony
w2009 r. wstrukturach Uniwersytetu w Liverpoolu w Wielkiej
Brytanii (Institute of Infection and Global Health, University
of Liverpool). Obecnie w Tick Cell Biobank zdeponowanych
jest 58 kleszczowych linii komdrkowych, wtym 51 zkleszczy
twardych oraz 7 pozyskanych z kleszczy migkkich. Opisano
19 gatunkow kleszczy, ktore na stale wystepuja na obszarze
Polski [8]. Spo$rdd nich z kleszczy miekkich Argas reflexus
w Banku zdeponowano jedng linie - ARE/LULS41. Z ga-
tunku kleszcza I. ricinus, najpowszechniej spotykanego na
terenie Polski, dostepne sg 4 linie kleszczowe (IRE/LUAPA46,
IRE/CTVM19, IRE/CTVM20 oraz IRE11); wszystkie naleza
do linii embrionalnych (tab. 1). Obraz komoérek linii IRE/
CTVMI19 w mikroskopie $wietlnym przedstawia Rycina 1.
Z rodzaju Ixodes, oprocz ww. 4 linii z I. ricinus, dostepnych
jestréwniez 5 linii wyprowadzonych z gatunku L scapularis.
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Nie jest dostepna hodowla pozyskana z Dermacentor reti-
culatus, gatunku kleszcza rowniez spotykanego na terenie
Polski. Zdeponowano natomiast 4 linie z innych gatunkdéw
nalezacych do tego rodzaju: D. albipictus, D. andersoni oraz
D. variabilis. Nadal podejmowane s3 prace nad wyprowa-
dzeniem cigglych linii komoérkowych z kolejnych gatunkow
kleszczy, czego przykiadem jest zainicjowanie embrionalnej
linii z kleszczy Haemaphysalis bispinosa [11].

Rycina 1. Obraz mikroskopowy kleszczowej linii komérkowej IRE/CTVM19 (Mi-
kroskop $wietlny odwrécony IB-100, Delta Optical, Polska; powiekszenie 200x).
Zrédto: zdjecie whasne

Zastosowanie kleszczowych linii komérkowych

KLK umozliwiaja prowadzenie badan dotyczacych biologii
i fizjologii kleszczy oraz ograniczenia ich rozprzestrzenia-
nia. Z powodzeniem sa wykorzystywane do izolacji i nam-
nazania wiruséw oraz bakterii, jak réwniez w réznorod-
nych badaniach oddzialywan kleszcz-patogen. Znalazty
zastosowanie w ocenie alergii wywolanych pogryzieniem
przez kleszcza oraz w badaniach mikrobiomu tych stawono-
gow [3, 5]. Badania miedzynarodowe potwierdzity efektyw-
no$¢ KLK w izolacji patogenow z kleszczy nalezacych do
gatunkow L ricinus, D. marginatus i D. reticulatus, takich
jak nowe polskie szczepy Spiroplasma spp. i Rickettsia rao-
ultii [12].

Hodowle komérek kleszczowych znalazly réwniez sze-
rokie zastosowanie w badaniach nad odpornoscig klesz-
czy na akarycydy i w do$wiadczeniach majacych stuzy¢
opracowaniu szczepionki przeciwko kleszczom i chorobom
odkleszczowym oraz poznaniu ukladu immunologicznego
kleszczy [13, 14]. Linie kleszczowe wykorzystano do badan
pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych wydzielanych przez
komorki kleszczy w odpowiedzi na zakazenie F. tularensis
i A. phagocytophilum [15]. KLK wykorzystywane sg réwniez
do oceny kompetencji gatunkow kleszczy jako wektordéw
patogenow, czego przykladem jest zastosowanie linii z I. sca-
pularis wzgledem D. andersoni w odpowiedzi na zakazenie
Francisella tularensis ssp. novicida [16].

Ciagte linie kleszczowe stosowane sg w badaniach nad wro-
dzong odpornoécig kleszczy. Dzigki ich wykorzystaniu udato
sie zidentyfikowa¢ i scharakteryzowac szlaki sygnalizacyjne
oraz receptory odpowiedzialne za rozpoznawanie patogenow
oraz ich interakcje z drobnoustrojami. Uposledzenie odpor-
noéci wrodzonej kleszczy, ktéra chroni je przed bakteriami,
grzybamiiwirusami, jest najskuteczniejsza strategia w zwal-
czaniu tych stawonogow [17].

Linie komorkowe z I. ricinus sg czesto stosowane w ba-
daniach naukowych. D.S. Loginov i wsp., wykorzystujac
spektrometri¢ mas, zbadali profil biatkowy trzech linii
z I ricinus: IRE/CTVM19, IRE/CTVM20 oraz IRE11. Kazda
z nich charakteryzowala si¢ odrebnym widmem masowym,
najbardziej zblizonym u IRE11 i IRE/CTVM20, a takze
wspdlnymi sygnalami w poszczegdlnych organach, takich
jak jajniki czy $linianki [18]. W.J. Cramaro i wsp. przy po-
mocy spektrometrii mas okreslili wielkos¢ genomu komoérek
linii IRE/CTVMI9, wykazujac, ze jest 1,4 razy wickszy od
genomu kleszczy zebranych z wegetacji i hodowanych w la-
boratorium [19]. Linia IRE/CTVM19 zostata wykorzystana
do izolacji i hodowli nowej bakterii Candidatus Rickettsia
vini, pozyskanej z kleszczy I. arboricola w Belgii [20], nato-
miast IRE11 wykorzystano do hodowli Rickettsia buchneri
sp. nov., endosymbiontu kleszczy I. scapularis [21]. Wirusa
Alongshan, nalezgcego do rodziny Flaviviridae, wyizolowa-
no i hodowano wlinii IRE/CTVM19 przez 3 lata, bez efektu
cytopatycznego w komoérkach kleszczy [22].

Nie odnaleziono prac eksperymentalnych wykorzystuja-
cych lini¢ IRE/LUAP46, co prawdopodobnie zwigzane jest
z trudno$ciami w pasazowaniu tej hodowli. Liczba pasazy
tej linii wynosi zaledwie 8 w poréwnaniu do ponad 50 czy
200 dla innych hodowli.

KLK sg réowniez wykorzystywane do namnazania pato-
genow, ktorych hodowla w innych liniach jest niemozliwa,
a takze do izolacji ze srodowiska niescharakteryzowanych
drobnoustrojéw zwiazanych z kleszczami. Anaplasma sp.
zostata wyizolowana z krwi sarny w linii ISE6 z I. scapu-
laris, a chorobotwoércza dla czlowieka Borrelia lonestari
w linii z kleszcza Amblyomma americanum (3, 5]. Hodowle
kleszczowe sa narzedziem w badaniach symbiontéw klesz-
czy spokrewnionych z patogenami, czego przykladem sa
badania Rickettsia peacockii wlinii DAE100 wyprowadzonej
z D. andersoni [3]. N.A. Najm i wsp. wykryli bakterie blisko
spokrewniong z Candidatus Midichloria mitochondrii (en-
dosymbiont wielu gatunkéw kleszczy przekazywany tran-
sowarialnie) w 2 spo$rdd 8 badanych linii kleszczowych wy-
prowadzonych z I. ricinus i R. docoloratus. Niewykluczone,
ze komorki kleszczy w warunkach laboratoryjnych wytracajg
endosymbionty wystepujace w wyjsciowym materiale (np.
jajach kleszczy) [23].

Kleszczowe linie komérkowe moga przyczynic si¢ do po-
prawy skutecznosci diagnostyki choréb odkleszczowych
uludziizwierzat. Komorkikleszczy linii IDE8 z I scapularis
zakazone Anaplasma phagocytophilum wykorzystano jako
antygen w metodzie immunoenzymatycznej (ELISA) do
wykrywania odpowiedzi serologicznej na zakazenie bakterig
u owiec [24].

W pi$miennictwie odnaleziono jedynie dwie pozycje
dotyczace hodowli pierwotniakéw Babesia w komoérkach
kleszczy. W roku 1983 R.E. Droleskey i wsp. wykazali, ze
B. bovis przechodzi faz¢ plciowa swojego cyklu rozwojo-
wego w komorkach linii z Rhipicephalus (Boophilus) micro-
plus, podobnie jak ma to miejsce w warunkach in vivo [25].
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Tabela 1. Charakterystyka kleszczowych linii komérkowych wyprowadzonych z gatunku Ixodes ricinus

Nazwa linii Pochodzenie Rodzaj Liczba pasazy Optymalna temperatura hodowli Podtoza hodowlane Pismiennictwo
IRE/LUAP46 Hiszpania Embrionalna 8 28°C Brak danych Bell-Sakyi L.ESIGY' dane nie
publikowane
IRE/CTVM19  Wielka Brytania  Embrionalna 230 28°C L-15, 20% FBS, 10% TPB, antybiotyki [3]
IRE/CTVM20  Wielka Brytania  Embrionalna 180 28°C L-15/L-15B [3]
IRE11 Niemcy Embrionalna 56 32°C-34°C L-15, 20% FBS, 10% TPB, antybiotyki [9]
Zrédto: [10]
Tabela 2. Wybrane patogeny odkleszczowe hodowane w kleszczowych liniach komérkowych
Uzyta kleszczowa linia komoérkowa (gatunek kleszcza ) Pismien-
Patogen . . . Uwagi .
z ktérego sie wywodzi) nictwo
IEG (1 scapularis) Wykazaho zmiane ekspresji gendéw ospC i ospA w zaleznosci od temperatury [27]
hodowli.
Potwierdzono zewnatrzkomérkowy wzrost bakterii. Do namnazania B. burgdorferi
ISE6, IDES8 (I. scapularis) konieczna byta obecno$¢ komorek kleszczy (brak namnazania w samym podtozu [28]
hodowlanym L15B). Wykazano zmiane ekspresji genéw bakterii w obecnosci KLK.
AVL/CTVM17 (Amblyomma variegatum), HAE/CTVM8
(Hyalomma anatolicum), IRE/CTVM19 (I. ricinus), IDE8, ~ Wykazano wnikanie bakterii do komérek kleszczy przy uzyciu cytometrii przepty- [29]
ISE6 (. scapularis), RA243, RAE/CTVM1 (Rhipicephalus ~ wowej.
appendiculatus), BME/CTVM2 (R. microplus)
RAI?25'('R - app end/culatus)', RML.1 > (Dermacento‘r . Wykazano matg specyficznosc¢ kretkdw wzgledem wektora w zakresie adherencji
variabilis), BME26 (Boophilus microplus), nowa linia z I. , L ) [30]
. do komérek réznych gatunkow kleszczy.
. dammini
Borrelia
burgdorferi Wykazano zwiekszone namnazanie Ehrlichia ruminantium po zakazeniu hodowli
IRE/CTVM19 (1. ricinus), ISE6 (I. scapularis) kleszczowej juz zakazonej B. burgdorferi. Natomiast inokulacja B. burgdorferi po [31]
wczesniejszym zakazeniu E. ruminantium nie wptywata na jej namnazanie.
ISE6 (1 scapularis) Nie wykaza.no wp’fywu bakteru na ekspresje genoéw kodujacych polipeptydy 132]
transportujace aniony organiczne (OATP).
IDE12, ISE6 (1. scapularis), DAE1S (D. andresoni) Nie wykazano wpiywu endosyn‘blontow kleszczy na zdolnos¢ komorek kleszczy 33]
do fagocytowania B. burgdorferi.
IDES (1 scapularis), RAE25 (R. appendiculatus) Wykor‘zystano KLK <?|o oceny |nte“r‘akq| B. bu‘rgdon‘en‘ i k.or"norek w-ekfora. Wykaza— 134]
no zmiany w plazmidach bakterii i adaptacje do zmieniajacego sie srodowiska.
Wykazano wyptyw temperatury na zmiang ekspresji biatek powierzchniowych
ISE6 (I. scapularis) OspA i OspC zaréwno dla B. burgdorferi s.s. jak i B. afzelii utrzymywanych z komoér- [35]
kami kleszczy, jednak z wykorzystaniem réznych modeli regulacji.
Borrelia lonestari  1SE6 (I. scapularis) Pierwsza izolacja bakterii z kleszcza A. americanum. [36]
IRE/CTVM19 (. ricinus) V\l/ykazapo zmla'ny w W|.ru.l.enq| i mutac;e wirusa KZM hodowanego w KLK w po- 137]
réwnaniu do wirusa w linii ssaczej.
Zakazenie linii kleszczowej wirusem KZM i/lub A. phagocytophilum wptywa na
IRE/CTVM20 (1. ricinus) aktywacje réznych szlakéw komérkowych zaangazowanych w apoptoze i odpor- [38]
no$¢ wrodzona kleszczy.
IDES (1 scapularis), IRE/CTVM19 (. ricinus) PotW|erdzo'no réznice w ek?preSJl ggnoyv kqmorek kleszczy w zaleznosci od 139]
pochodzenia w odpowiedzi na zakazenie wirusem.
IRE/CTVM19 (1. ricinus) Wyka’zano wptyw zakazenia WII’.L.JSem KZM na widma masowe komorek kleszczy [40]
okreslone metoda spektrometrii mas.
Wirus
Kleszczowego Wyk ze Wi kazuje zbliz likacji w hodowlach linii
zapalenia mozgu  HAE/CTVMS (Hyalomma anatolicum), IRE/CTVM19 (. ykazano, ze wirus wy azuje zblizone tgmpo reP! acji w .o o.wuac inii zgat'un-
(KZM) ricinus) ku kleszcza naturalnie przenoszacego wirusa (1. ricinus), jak i w linii z gatunku nie [41]
transmitujgcego wirusa KZM (H. anatolicum).
BME/CTVM2 (B. microplus), HAE/CTVM9 (H. anatolicum
anatolicum), IRE/CTVM18, IRE/CTVM19, IRE/CTVM20 Wszystkie wykorzystane linie kleszczowe moga by¢ stosowane do hodowli wirusa.
(I. ricinus), IDE2 (I. scapularis) OME/CTVM21, OME/ Jednak replikacja europejskiego podtypu wirusa KZM przebiegata najszybciej [42]
CTVM22 (Ornithodoros. moubata), RA-257 (R. appen- w liniach wyprowadzonych z naturalnego wektora - 1. ricinus.
diculatus)
. . Potwierdzono zmiany w procesie dojrzewania wirusa hodowanego w liniach
RA-257 (R appendiculatus), IDE2 (i scapularis) kleszczowych w poréwnaniu do hodowli w komérkach ssakow. 431
IRE/CTVM19 (. ricinus) Wykazano zmiany w glikozylacji biatka E wirusa hodowanego w ludzkich komér- [44]

kach neuronalnych wzgledem hodowanego w komérkach kleszczowych.
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Uzyta kleszczowa linia komoérkowa (gatunek kleszcza ) Pismien-
Patogen . . . Uwagi .
z ktérego sie wywodzi) nictwo
IRE/CTVM20 (1. ricinus) Potw!erd’zono dtugotrwate utrzymywanie w hodowli bakterii wyizolowanych (45]
z krwi psow.
IDE8 (1. scapularis) Bakterie izolowane z krwi koni, pséw i saren. [46]
ISE6 (I. scapularis) Izolacja bakterii z kleszczy oraz krwi kéz. [47,48]
IDES8 (1. scapularis) Izolacja bakterii z krwi saren w Niemczech. [49]
Wykazano wptyw bakterii na zmiany regulacji szlakéw metabolicznych, zmiany
ISE6 (. scapularis) w cytoslzkl?leae oraz hamowgme apopFozy komorek kIestzy. Wykazano réwniez, (50 - 53]
ze komorki kleszczy kontrolujg zakazenie A. phoagocytophilum poprzez zwieksze-
nie syntezy kwasu fosfoenolopirogronowego.
Poréwnano odpowiedz komoérek kleszczy na zakazenie bakterig w oparciu
Anaplasma o sekwencjonowanie RNA. Odpowiedz komérek linii /. ricinus byta zblizona do
phagocytophilum |sE6 (1. scapularis), IRE/CTVM20 (1. ricinus) odpowiedzi w jelitach kleszcza, natomiast u I. scapularis przypominata odpowiedz  [54, 55]
hemocytéw.
Bakteria hamowata apoptoze komérek kleszczowych obu linii.
IE6 (1. scapularis) PotW|erd29no wplyw k?z'aktem na zrrﬁlane'ekspresp gen'ow w komo,rkach kleszczy, [56]
hamowanie apoptozy i indukowanie zmian w cytoszkielecie komorek kleszczy.
ISE6 (1. scapularis) P'otW|e’rdzono eksprleSJe genéw .syst('emL.J sekrecji typu IV u bakterii namnazajacej 57]
sie zarowno w komérkach ludzkich, jak i kleszczowych.
IE6 (. scapularis) W'yka.zano przy.datnosc linii komérkowej do badan nad oddziatywaniem patoge- 58]
néw i synganglionu (uktadu nerwowego kleszcza).
IE6 (1. scapularis), IRE/CTVM20 (. icinus) Wskaz.ano. potencjalne antyger?y Je.xkle moga by¢ wyko.rzystane w szczepionce 59]
chronigcej kleszcze przed zakazeniem A. phagocytophilum.
Linia wykorzystana do hodowli mikroorganizméw z kleszczy odtowionych z we-
) getacji, potwierdzono gatunki R. asiatica, R. helvetica, R. monacensis, R. tamurae
IEG (. scapularis) i Rickettsia sp. LON. Cze$¢ bakterii wywotywata efekt cytopatyczny w komoérkach [60]
kleszczy.
RML-RSE (R. sanguineus), REE/CTVM28, REE/ CTVM29 Izolacja R. raoultii z kleszcza D. marginatus odtowionego z wegetacji w Hiszpanii. 61]
(R. evertsi), IRE/CTVM19 (I. ricinus) Bakteria byta widoczna po 50 dniach od zakazenia w linii RML-RSE.
UGV, MGV . i, S 0. FL Lol D it v s g
i i nitens), DALBES (D. albipictus), DAETS (D. andersoni, siln, efektz topat: cz'n i é?ﬁierc’ komorek (oprocz DpALBE3) Jed nie)\l/v Iin)i/i DAE15 (621
Rickettsia spp. pierwotna hodowla z D. reticulatus Ny elekt cytopatyczny o op s
nie potwierdzono utrzymywania sie bakterii.
BME/CTVM23 (R. microplus), RSE/PILS35 (R. sanguine-  R. raoulti namnazata sie najszybciej w linii IDE8, mniej intensywnie w linii BME/ 163]
us), IDE8 (1. scapularis) CTVM23 i RSE/PILS35.
. Izolacja R. raoultii z kleszcza D. reticulatus odtowionego z wegetacji w Austrii.
BME/CTVM? (R. microplus) Bakterie wykryto po 65 dniach od zakazenia linii. 641
Izolacja Rickettsia monacensis sp. nov z kleszcza I. ricinus odtowionego z wege-
ISE6 (I. scapularis) tacji w Niemczech w linii ISE6. Z sukcesem przepasazowano bakterie do IRE11 [9]
i DAE100.
Wykazano przydatnosc¢ linii kleszczowej do hodowli bakterii i oceny oddziatywan
Coxiella burnetii  IDE8 (I. scapularis) z komdrkami wektora. Bakteria utrzymywata sie réwniez po przepasazowaniu do [65]

komorek ssaczych.

Natomiast B. bigemina namnazata sie do 8. dnia od zarazenia
w hodowli z I. scapularis (IDE8) [26]. Przeglad pi$mien-
nictwa dotyczacego hodowli patogenéw odkleszczowych
spotykanych w Polsce w kleszczowych liniach komérkowych
przedstawiono w tab. 2.

PODSUMOWANIE

Kleszczowe linie komoérkowe znalazty szerokie zastosowa-
nie w eksperymentach naukowych, zaréwno w badaniach
nad kleszczami i patogenami przez nie przenoszonymi, jak
i w ocenie oddzialywan wektor-patogen. Znaczenie KLK
w badaniach naukowych potwierdza czestos¢ ich wykorzysta-
nia w poréwnaniu do hodowli wyprowadzonych z komaréw.
W latach 2000-2018 mniej niz potowe sposrod 80 linii wy-
prowadzonych z komaréw uzyto w do$§wiadczeniach, podczas
gdy 66 linii kleszczowych sposrod 84 wykorzystano w réznych

badaniach in vitro [5]. Zastosowanie KLK jako narzedzia
badawczego potwierdza stale rosnaca liczba prac naukowych
zich wykorzystaniem oraz potencjalne znaczenie w opracowa-
niu skutecznej diagnostyki, profilaktyki oraz leczenia choréb
odkleszczowych. Stale rozwijajace si¢ metody molekularne
umozliwiaja manipulacje genetyczne, zaréwno komoérek klesz-
czy, jakimikroorganizméw. Komdrkikleszczy utrzymywane
w warunkach laboratoryjnych moga w nich odgrywac istotng
role. Badania in vitro pozwalajg na znacznie szybszg wstepng
oceng hipotez naukowych, przed ich weryfikacja w warunkach
in vivo. Pomimo licznych badan naukowych z wykorzystaniem
KLK nadal istnieje przestrzen, gdzie moga by¢ skutecznym
narzedziem w przysztych pracach badawczych.
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