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1 LITERARNI UVOD

1.1 Virus Kklistové encefalitidy

Klistova encefalitida je vazné neuroinfek¢ni onemocnéni, jehoz puvodcem je virus klistové
encefalitidy (TBEV- z ang. tick-borne encephalitis virus). TBEV byl poprvé vyizolovan
v roce 1937 ruskym mikrobiologem, virologem a imunologem Lvem Zilberem. TBEV patii
do skupiny arbovirti, které jsou specifické tim, Ze jsou pienaseny Clenovci. V ptipadé TBEV
je vektorem klisté, a to pfedevsim Ixodes ricinus a Ixodes persulcatus. Tato neuroinfekce se

bézné vyskytuje v Evropé a v Asii (Gritsun et al., 2013a; Mansfield et al, 2009).

1.1.1 Taxonomie a vyskyt

TBEV se tadi do ¢eledi Flaviviridae, rod Flavivirus. Flaviviry jsou skupinou ¢itajici vice jak
50 ruznych druhd virt, pfi¢emz asi polovina je lidskym patogenem. Vektorem flavivira je
casto klist¢ nebo komar. Hostiteli téchto viril jsou zejména savci a ptaci, u kterych ma infekce
asymptomatické az vdzné nebo dokonce fatdlni projevy. Vedle virG komplexu klistovych
encefalitid rozliSujeme v ramci této Celedi jesté dalsi skupiny virti, jimiz jsou naptiklad viry
dengue, Zika virus (ZKV) ¢i virus zluté zimnice, podle kterého flaviviry ziskaly svij nazev.
Komplex klistovych encefalitid krom¢ samotného TBEV zahrnuje naptiklad virus Omské
hemoragické horecky, virus Langat (LGTV) nebo virus Powassan (Grard et al., 2007;
Simmonds et al., 2017).

TBEV je endemicky v mnoha zemich Evropy, na Dalném vychodé (oblast Sibife) a na severu
Ciny a Japonska. Rozlisuji se celkem tii subtypy TBEV — evropsky, sibitsky a dalnévychodni.
Evropsky subtyp je ptenasen pomoci vektoru Ixodes ricinus, u dalnévychodniho a sibifského

subtypu je prenaSeCem Ixodes persulcatus (Ecker et al., 1999).

1.1.2 Strukturaviru

TBEV je, stejné jako ostatni Flaviviry, obalenym virem o velikosti pfiblizné¢ 50 nm. Genom
viru tvofi jednovldknova 11 kb dlouhd RNA pozitivni polarity. Tato RNA slouZi jako infekéni
messenger RNA (mRNA) kodujici jeden otevieny cteci rdmec (ORF), ktery je obklopen
nekodujicimi oblastmi na obou (5” a 3”) koncich. ORF je translatovan v jeden polyprotein
tvofeny 3 414 aminokyselinami, ktery je dale §t€pen pomoci virovych a bunéénych proteaz na
virové proteiny — 3 strukturdlni a 7 nestrukturalnich. Strukturdlni proteiny viru zahrnuji
kapsidovy protein C, prekurzor membranového proteinu M (prM) a glykoprotein E.
Kapsidovy protein C tvoii spolu s jednovlaknovou RNA nukleokapsid, ktery je uloZen ve

fosfolipidovém obalu obsahujicim zbylé dva strukturalni proteiny viru — prM a glykoprotein



E. Nestrukturalnimi proteiny jsou: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5 (Heinz &
Allison, 2003).

Nezraly virion Zraly virion

Nukleokapsid (C)

Obr. 1: Struktura virionu klist'ové encefalitidy (pfevzato a upraveno dle Heinz, 2003).

1.1.3 Replikac¢ni cyklus viru

Replikaéni cyklus TBEV je zahajen interakci viriond s povrchem hostitelské buiky — vir
vstupuje do buniky prostfednictvim receptorem zprostiedkované endocytozy. Nizké pH
v endozomu umoziiuje konformaéni zmény proteinu E, diky kterym dochazi k fuzi bunééné a
virové membrany. Nasledn¢ je nukleokapsid viru uvolnén do cytosolu bunky a jednovlaknova
RNA pozitivni polarity (+ssRNA) se oddéluje od kapsidu. Jakmile se RNA nachazi v cytosolu
buiiky, je replikace viru zahajena. Pomoci ribozomi drsného endoplazmatického retikula (ER)
je +ssRNA translatovana do jednoho polyproteinu, jehoz nasledny sestiih na 3 strukturalni a
7 nestrukturalnich proteint je uskuteénén prostfednictvim virovych a hostitelskych proteaz

(Mukhopadhyay et al., 2005).

Syntéza virové RNA se odehrava v replikacnim komplexu, ktery zahrnuje virovou
dvouvlaknovou RNA, nestrukturdlni proteiny a fadu hostitelskych faktord. Genomova
+ssRNA je templatem pro nové vznikajici komplementarni negativni vldkno RNA, na jehoz
syntéze se podili nestrukturdlni protein NS5 jako RNA-dependentni-RNA-polymeraza.
Vysledkem je pfechodna dvouvldknova forma virové RNA, kterou NS3 pomoci NS3 helikazy
rozpoji a umozni tak tvorbu velkého mnozstvi +ssRNA. Cely replikacni komplex se nachazi

na membrané ER (Duan et al., 2019).



Nov¢ syntetizovana virova RNA a strukturalni proteiny se vychlipuji z lumen ER, na povrchu
ER pak dochazi k hromadéni nezralych obalenych virovych ¢astic, jejichz fizni smycku E
proteinti kryji prM peptidy (viz Obr. 1), které tak zabranuji fazi s intracelularnimi
membranami a zamezuji predCasnému zrani castice. Nezralé virové castice jsou
transportovany do Golgiho a trans-Golgiho aparatu, kde je protein prM pied uvolnénim
virionu z bunky $tépen protedzou furinem. Timto $t€penim je zajisténa schopnost fuze virionu
s dalsi hostitelskou buiikou, virion se tak stava infekénim. Zralé virové ¢astice bunku opoustéji

prostiednictvim exocytozy V cytoplasmatickych vezikulach (Pulkkinen et al., 2018).

1.1.4 Pienos viru klistové encefalitidy

Ptenos TBEV je uskuteénén béhem sani klistéte na hostiteli prostiednictvim jeho slin. Za
hlavni hostitele a rezervoary viru jsou povazovani drobni hlodavci, ve kterych je virus schopny
se replikovat, ale i pietrvavat. Pfi sani neinfikovaného klistéte na jiz infikovaném hostiteli
mize dojit k pfenosu viru z hostitele na sajici klisteé. (Dorrbecker et al., 2010) Avsak
nejcastéjsim zptisobem prenosu infekce na neinfikované klisté je tzv. sousani, tj. soucasné sani
dvou klist’at v tésné blizkosti. Sousani je pravdépodobné nejefektivnéjsi zplsob pienosu viru
- neni zavislé na vzniku virémie a je tak zdkladem dlouhodobého pienosu a piezivani viru
v ptirodnich ohniscich (Randolph, 2011). Dalsim zptisobem pienosu viru mezi klistaty je
transovarialni cesta, kdy dochazi k pfenosu z infikované samice na vajicka a transstadialni

cesta, kdy dochazi k pfenosu viru z jedince niz§iho vyvojového stadia na jedince vyssiho

vyvojového stadia (Dorrbecker et al., 2010).

Kromé nakazy skrze infikované klist€ jsou zaznamenany i piipady infekce cloveka
prostfednictvim nepasterizovaného mléka od nakazeného dobytka. Alimentarn€ prenesena
infekce se od bézné pieneseného onemocnéni odliSuje inkubacni dobou, ktera je udavana
V rozmezi 2-4 dnd. Na druhé strané medidn inkubac¢ni doby kliStétem pfenosné KE je 8 dni.
Skot a dalsi vétsi savci jsou, stejné jako ¢lovek, pouze nahodnym hostitelem (Hudopisk et al.,

2012; Dorrbecker et al., 2010).

1.1.5 Patogeneze klist’ové encefalitidy

Virus se ze slinnych zlaz klistéte dostava do organismu ¢lovéka béhem prvnich n¢kolika minut
sani. Prvnim organem pfichazejicim do kontaktu s virem je kiize Vv misté sani, kde jsou
pravdépodobné Langerhansovy buiky prvnimi bunkami, ve kterych se virus replikuje. Déle
k replikaci viru dochazi i v lokalnich makrofazich a neutrofilech. Sekundarni virémie vznika
v dtsledku transportu viru dendritickymi buiikami do lymfatickych uzlin. Béhem této faze vir

prostfednictvim krevniho fecisté pfekondva hematoencefalickou bariéru a dostava se do



mozku. Virus sméfuje i do dalSich organd - predevsim do retikuloendotelového systému, do
kterého patii slezina, jatra a kostni dieni. Pokud vir vstupuje do organismu s potravou (mléko,
mlécné vyrobky), nejdiive se ziejmé replikuje v buiikach epitelu stteva. Hlavnim cilem této
klistaty prenasené infekce jsou nervové bunky (Ruzek et al., 2010; Mansfield et al., 2009;
Dorrbecker et al., 2010).

Infekce nervovych bun¢k vede k migraci specifickych T lymfocytli a mikroglii do centralni
nervové soustavy (CNS) a Sedé hmoty mozkové. Vysledkem infekce neuront je jejich

dysfunkce, apoptoza a nekroza (Rizek et al., 2010).

1.1.6 Klinické priznaky kliStové encefalitidy

Klinické ptiznaky onemocnéni jsou velice dobie zdokumentované, a to napfi¢ v§emi subtypy,
mezi kterymi se vyskytuji urcité odliSnosti. Inkubaéni doba evropského subtypu TBEV
obvykle trvd 7-14 dnt, po niz nasleduje typicky dvoufazovy pritbé¢h nemoci. Pfiznaky prvni,
2-4 dny dlouhé, faze se podobaji chiipce: inava, nechutenstvi, bolest hlavy a svall, zvysena
teplota apod. Druhé fazi casto pfedchazi obdobi 2-10 dnd, které je bezpiiznakové. Druha faze
onemocnéni se objevuje pouze u 20-30 % pacientd, u kterych se vyskytuji pfiznaky s odli$nou
zavaznosti. Tato neurologické faze muze mit podobu meningitidy, meningoencefalitidy,
meningoencefalomyelitidy nebo meningoencefaloradikulitidy (Razek et al., 2010). V ptipadé
tohoto subtypu je onemocnéni fatalni v 1-2 % piipadt (Ecker et al., 1999).

Dalnévychodni subtyp se od evropského odliSuje jednofizovym pribéhem s vaznéjSim
postihnutim CNS a ¢astéjs§imi neurologickymi nasledky (Dorrbecker et al., 2010). Jedna se 0
sibifsky subtyp je méné zavazny, ale s astéj$im chronickym prubéhem onemocnéni (Gritsun

etal., 2013).



1.2 Odpovéd bunky na virovou infekci

Viry jsou obligatnimi intracelularnimi parazity, ktefi manipuluji hostitelskou buiikou ve sviij
prospéch. Zamérem viru je infikovat cilové buiiky, replikovat se v nich a dal se Sifit. Replikace
virového genomu probihd v bunkach, které jsou k viru vnimavé a disponuji potiebnym
metabolismem umoziiujicim virovou replikaci. V infikovaném organismu je pak virem
indukovéno spusténi imunitnich mechanismii, které maji za tkol infikovanou bunku znicit a
znemoznit tak uspé$nou replikaci viru a jeho dal$i Sifeni. Tato obrana hostitele zahrnuje
pfirozenou imunitni odpovéd’, kterd spociva v likvidaci infikovanych bunék fagocytujicimi
bunikami, v produkci interferonu, aktivaci komplementu a vzniku zanétu. Specifickou imunitni
odpovéd’ predstavuji cytotoxické T lymfocyty, protilatky produkované B buiikami a fada

cytokinti regulujicich imunitni procesy (Roulston et al., 1999).

1.2.1 Role interferonu pri virové infekci

Pfirozena imunitni odpovéd’ je aktivovana diky specifickym receptoriim (tzv. PRRs — pattern-
recognition receptors), které rozpoznavaji virové komponenty znamé jako PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns). PAMPs jsou takovymi komponenty viru, bez kterych se
patogen neobejde a které jsou rozpoznavany v riznych stadiich jeho zivotniho cyklu: jedna se
napfiklad o virovou DNA, ptipadn¢ ss/dsRNA, strukturalni komponenty nebo povrchové

glykoproteiny (Akira et al., 2006).

Mezi PRRs patii toll-like receptory (TLR), které zodpovidaji za rozpoznavani PAMPs jak
v endosomech, tak v extracelularnim prostoru. Receptory rozpoznavajici nukleovou kyselinu
Vv cytosolu jsou oznacovany jako RLR (RIG-1 like receptors) a je mozné je nalézt na riznych
typech bunék. Na druhou stranu TLR se nachazeji jen na nékterych specializovanych bunkach,
jakymi jsou napf. dendritické buniky nebo makrofagy. Vysledkem rozpoznani PAMPs
receptory je produkce interferonu (INF) prvniho typu a fady prozanétlivych cytokint
(Thompson et al., 2011; Takeuchi & Akira, 2009).

Interferony prvniho typu jsou sekretovany infikovanymi buiikami, ve kterych dochazi jejich
vlivem k indukci antimikrobialniho stavu, ktery brani dal§imu $ifeni infek¢énich agens. Tento
antimikrobialni stav nastava také v sousednich bunkdach, které jesté nejsou infikované. Dalsi
funkei INF je schopnost modulovat pfirozenou imunitni odpovéd’ prostiednictvim zvySeni
prezentace antigenu a stimulace NK bunék. Aktivace adaptivni slozky imunitniho systému
prostfednictvim INF spocivéa v rozvoji specifické T a B bunééné odpovédi spolu se vznikem
imunologické paméti. NejvyznamnéjSim INF prvniho typu v obrané proti virovym infekcim

je INF-a a INF-f (Ivashkiv & Donlin 2014).



Rozpoznani nukleové kyseliny viru receptory a naslednd produkce INF-a vede ke spusténi
signalni JAK/STAT drahy, ktera je tvofena tfemi komponenty: bunéénym receptorem, JAK
proteiny a STAT proteiny. Tato signalni dréha je zodpovédnd za indukci transkripce
specifickych gend v jadie bunky (Aaronson, 2002). Tyto efektorové geny se nazyvaji IFN
stimulované geny (ISG) a jsou zdkladem propracovaného mechanismu, jehoz cilem je vir
zlikvidovat. ISG jsou objemnou skupinou gent zahrnujici geny kodujici proteiny, které se
uplatnuji jak pfi vstupu viru do buiiky (napi. TRIM geny), tak pii inhibici jeho translace a
replikace (napt. ISG15 ¢i protein kinaza R). Tyto geny jsou vsSak schopné cilit i na virové
Castice, které jiz byly translatovany, ale jesté neopustily buniku (napft. viperin). ISG jsou tak

ucinnym nastrojem k likvidaci viru v hostitelské bunce (Raftery & Stevenson, 2017).

Ackoliv ISG jsou casto spojovany s Sirokou antivirovou aktivitou, nékteré z nich vykazuji
vetsi specifitu pro urcité druhy infekce. V ptipadé TBEV je mozné jmenovat TRIM79a
zamezujici replikaci viru pomoci degradace NS5 proteinu, ktery slouzi jako RNA-
dependentni-RNA-polymeraza (Taylor et al., 2011). Mezi dalsi ISG, které se uplatiuji
v infekci TBEV, patii napiiklad IPS-1 nebo viperin (Kurhade et al., 2016; Upadhyay et al.,
2013).

1.2.2 Stres endoplazmatického retikula a UPR

ER je membranovou strukturou, ktera hraje dtlezitou roli v mnoha bunéénych procesech. ER
se podili na transmembranovém skladani proteinti, bunéné homeostaze kalcia, syntéze lipida
a produktivni sekreci. V ER dochézi nejen k syntéze proteinil, ale proteiny jsou zde také
skladany do jejich pfirozené konformace a podstupuji zde dalsi potranslaéni modifikace.
Nespravné slozené proteiny jsou predureny k proteazomalni degradaci, kdy dochazi
K naru$eni jejich peptidickych vazeb. Timto kontrolnim mechanismem je zajisténo, ze ER

opoustéji pouze spravné sbalené proteiny (Meusser et al., 2005).

Stres ER je vysledkem vlivu riiznych fyziologickych, chemickych ¢i patologickych faktort,
které naruSuji homeostdzu ER a podnécuji vznik endoplazmatického stresu. Jednim
z takovych faktort je pravé virova infekce. Akumulace neslozenych ¢i nespravné slozenych
proteinii virového (ale 1 hostitelského) plivodu v ER a modifikace membran ER vedou ke
stresové odpovédi prostfednictvim aktivace odpovédi na nesbalené proteiny (UPR), kterd ma
za Ukol obnovit ztracenou homeostazu ER (Schroder & Kaufman, 2005). UPR zvysuje
mnozstvi komponentd, které jsou pottebné pro skladani proteinti (napf. chaperony a enzymy),

zaroven omezuje translaci a ptisun proteinti do ER a podporuje degradaci nespravné sbalenych



proteinti. Pokud se vSak opét neobnovi homeostaza ER, dojde k apoptdze buiiky (Bernales et
al., 2006).

K detekci nespravné sbalenych proteind slouzi 3 rizné receptory zakotvené v lumenu ER:
transkripci aktivujici faktor 6 (ATF6), enzym 1 vyzadujici inositol (IRE-1) a PKR-podobna
ER kinéza (PERK). Na tyto receptory je navazany glukozu regulujici protein 78 (BiP/GRP78),
ktery funguje jako chaperon. Béhem akumulace nesbalenych proteini v lumenu ER se BiP
odpouta od svého receptoru a navaze se na exponované hydrofobni zbytky téchto peptidu.

Odd¢lenim BiPu od receptoru dojde ke spusténi specifické drahy UPR (Bertolotti et al., 2000).

Mechanismus aktivace jednotlivych drah UPR spociva v interakci BiPu s hydrofobnimi
zbytky nespravné sloZzenych proteini. BiP obsahuje dvé hlavni domény: doménu s N koncem
zahrnujici ATP katalyzujici ¢ast a doménu s C koncem, kterd je schopna vazat substrat.
(McKay, 1993). Ob¢ domény spolu uzce spolupracuji: v piitomnosti hydrofobnich zbytka
nesbalenych proteinti dochéazi k hydrolyze ATP na ADP, ktera zvySuje afinitu BiPu pro vazbu
peptidového substratu. Tato vazba umoziuje nesbalenému proteinu se slozit do spravné
konformace. Nasledna vyména ADP za ATP vede k uvolnéni substratu a k dalsi mozné vazbé
hydrofobnich zbytki. Domény tak zprostfedkovavaji jak docasnou vazbu nesbalenych
proteint, tak jejich uvolnéni, a to do té doby, nez je protein spravné sloZzen nebo dokud neni

urcen k degradaci (Wei et al., 1995; Gething, 1999).
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Obr. 2: Schéma znazornujici jednotlivé vétve UPR (pfevzato z Lewy et al., 2017).

ATF6 drdha

Transkripcni faktor ATF6 je syntetizovan v ER a je hromadénim nesbalenych proteini
aktivovan a nasledn¢ transportovan pomoci transportnich vacki do Golgiho aparatu (Schindler
& Schekman, 2009). V Golgiho aparatu je tento transkripéni faktor $t€pen pomoci site-1 a
site-2 proteazy na ATF6pS0 fragment obsahujici transkripéni faktor zvany zakladni leucinovy
zip (bZIP), ktery je nasledné pfemistén do jadra, kde indukuje expresi fady proteind a
chaperont véetné BiPu a X-box vazajiciho proteinu (XBP1). Tato draha tak zvysuje efektivitu
mechanismt podilejicich se na skladani a degradaci nespravn€ sbalenych proteint

(Bommiasamy et al., 2009).

PERK drdha

Po rozvolnéni vazby BiPu s PERK receptorem dochazi k aktivaci PERK drahy, kterou
predstavuje kindza podstupujici oligomerizaci a autofosforylaci. Nasledné¢ PERK fosforyluje
alfa podjednotku eukaryotického transla¢niho inicializaéniho faktoru 2 (elF2a). Timto
procesem ustava translace vétSiny bunééné mRNA, dochdzi tak, za ucelem zmirnéni

endoplazmatického stresu, ke snizeni pfisunu nové syntetizovanych proteinti do ER. Ackoliv



je touto fosforylaci docasné syntéza proteinti utlumena, nékteré mRNA nejsou k této inhibici

citlivé. Jedna z takovych mRNA koduje aktivacni faktor 4 (ATF4) (Kaufman, 2002).

ATF4 je transkripni faktor aktivujici transkripci proteind, které jsou zahrnuty v fadé
bunécnych procest vcetné syntézy proteintl, apoptézy a autofagie. Mezi tyto proteiny patii
GADD34 ( z angl. growth arrest and DNA damage-inducible protein 34) zprostfedkovavajici
defosforylaci elF2o. a CHOP (z angl. C/EBP homologous protein), ktery se podili na vzniku
autofagie. Defosforylace elF2a piedstavuje zpétnou regulaci této PERK drahy, diky které
dochazi v bunce k opétovné syntéze proteinu (Novoa et al., 2001; Harding et al., 2009;
Marciniak, 2004).

IRE-1 drdha

Tteti drahou podilejici se na zvladani endoplazmatického stresu je IRE-1 draha. IRE-1a je
transmembranova kindza/endoribonukledza, kterd za ti¢elem prenosu UPR signalu vyuziva
mRNA sestfih. Obdobné¢ jako u PERK dochézi i u této drahy po disociaci BiPu k jeji aktivaci
oligomerizaci a autofosforylaci (Walter & Ron, 2011). Jakmile je IRE-1 aktivovana, je
schopna z mRNA koédujici UPR-specificky faktor XBP1 vystiihnout intron o velikosti 26
nukleotidii. Timto sestfihem a naslednou ligaci vzniké aktivni forma transkripcniho faktoru
XBP1s (spliced XBP1), ktera zvySuje expresi gent hrajicich roli v translokaci proteind,
Vv jejich skladéani a sekreci. Zaroven se tento transkripéni faktor podili také na aktivaci genil

podnécujicich degradaci nesbalenych proteinti (Kaufman, 2002; Yoshida et al., 2001).

IRE-1 hraje roli také v procesu zvaném regulovany IRE-1-zavisly rozklad (RIDD), kdy je
IRE-1 schopna sestiihu malych sad mRNA ¢ prekurzorovych microRNA, které
zpusobuji jejich naslednou degradaci. RIDD tak muze slouzit jako prostiedek ke snizeni
mnozstvi mRNA, které vede k omezeni ptisunu (nesbalenych) proteinti do ER (Hollien et al.,
2009; Upton et al., 2012). Zaroven bylo zjisténo, ze RIDD ma Sirokou $kalu funkci, protoze
cili na rizné mRNA (So, 2018).

1.2.3 Flaviviry a UPR

Replikace Flaviviri probiha v uzké spolupraci s ER, kde dochazi k hromadéni jak
strukturalnich, tak nestrukturdlnich proteint viru. Viry vcetné flavivirti indukuji v bunikach
fadu mechanismi vcetné UPR, kterd hraje klicovou roli ve zvladani endoplazmatického stresu
a mnoho virt je schopna tuto drahu modulovat ke svym potiebam replikace. Viry vyuZzivaji
zvysené kapacity pro skladani proteint ¢i hostitelskych chaperont, které sklddani napomahaji.

V literatufe je mozné nalézt fadu publikaci zabyvajicich se problematikou UPR u



flavivirovych infekci, které dochazeji k zavéru, ze flaviviry aktivuji vSechny tfi drahy UPR

(shrnuto v Lewy et al., 2017; Blazquez et al., 2014).

ATF-6 draha
ATF-6 vétev byla detekovana naptiklad u TBEV, viru zapadonilské horecky (WNV), viru
dengue (DNV), ZKV a dalsich (Yu et al., 2013; Carletti et al., 2019; Pefa & Harris, 2011; Tan
etal., 2018).

U WNV bylo zjisténo, ze aktivace ATF6 drahy pii infekci ma za ukol nejen indukovat
produkci chaperont podilejicich se na skladani proteind, ale také v bunice podpofit virovou
replikaci a udrzovat jeji zivotaschopnost. Za timto uc¢elem je v bunce vlivem ATF6 inhibovana
PERK vétev, ktera ma schopnost indukovat bunéénou smrt. Vir tak manipuluje UPR ve svij
prospéch (Ambrose & Mackenzie, 2012). ATF6 vétev se proto jevi jako nepostradatelny
¢lanek ve virové replikaci v hostitelské burice. Zda se, ze ATF6 draha ma u mirnéjsich infekci
(jako je napt. kmen Kunjin WNV) ochrannou funkci pied cytopatickymi uc¢inky viru, ale u
Ambrose & Mackenzie, 2012). V neposledni fadé bylo zjisténo, ze ATF6 je v infikovanych
bunkach proteazomalné degradovan (Medigeshi et al., 2007).

Pii infekci bunék ZKV dosel Tan a kol. k zavéru, Ze dochazi k piednostni aktivaci IRE1 a
ATF6 vétve UPR. Dale bylo zjisténo, ze béhem infekce dochazi ke zvySené expresi BiPu a
k indukci exprese XBP1s (Tan et al., 2018). Avsak vysledky experimentt kolektivu Turpina
navrhuji, Ze ATF6 vétev neni béhem infekce ZKV vubec indukovana (Turpin et al., 2020).
Obdobné nebyla indukce ATF6 drahy detekovana ani u LGTV (Lewy et al., 2020).

PERK drdha

Aktivace PERK drahy UPR je v infikovanych buiikach spojovana s jejich naslednou autofagii
nebo apoptozou, ktera je indukovana expresi CHOP proteinu. Bylo dokazano, ze infekce virem
Japonské encefalitidy (JEV) indukuje fosforylaci PERK i elF2a a zaroven zvySuje expresi
ATF4 a CHOP (Wang et al., 2019). Obdobné vysledky byly publikované také v souvislosti
s WNV vcetné exprese GADD34 (Medigeshi et al., 2007). Také bylo zjisténo, ze flaviviry
jsou schopné aktivovat PERK drahu prostfednictvim svého nestrukturdlniho proteinu NS4B
(Wang et al., 2019; Medigeshi et al., 2007). Aktivace PERK drahy byla dale pozorovana i
v bunkach infikovanych napt. LGTV (Lewy et al., 2020) ¢i DNV (Datan et al., 2016).

Soucasti této vétve UPR je autofagie, charakterizovand degradaci a recyklaci bunécnych

komponentti. Béhem tohoto procesu vznikaji autofagozomy, které fizuji s lysozomy za vzniku
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autofagolysozomu, ve kterych dochazi k samotné degradaci jejich obsahu. Na autofagii se
podileji proteiny ATG5, ATG12, LC3-1 a LC3-1l (Kabeye et al., 2000; Mizushima et al.,
2001). Indikatorem autofagie v infikovanych bunkach je zvysena modifikace a agregace LC3
Vv cytoplasmé, ktera byla detekovana u fady flavivird véetné DNV (Lee et al., 2008) a ZKV
(Cao et al., 2017).

IRE-1 drdha

Aktivace ATF-6 drahy UPR vede k expresi mRNA XBP1, ktery je nasledné sestiiZzen pomoci
aktivované IRE-1 kinazy/endoribonukledzy a vznika aktivni forma XBP1s. Bylo zjisténo, ze
exprese XBP1s nehraje zasadni roli v replikaci DNV a JEV v infikovanych buikach, ale
Vv jistém sméru replikaci napomdha. Ukazalo se, ze XBP1 zmirfiuje ER stres v builkéch
infikovanych témito flaviviry, a to nejen zvySenim exprese chaperonli podilejicich se na
skladani proteint, ale také umoznénim degradace proteint (Yu et al., 2006). K podobnym
zaveéram se dospélo i u WNV, kdy zablokovani IRE1 drahy nemélo zadny negativni dopad na
produkci RNA, proteind a virioni (Ambrose & Mackenzie, 2013). Avsak jiné publikace
ukazuji, ze se role této drdhy v ramci flavivird lisi — napt. u ZKV bylo zjisténo, Ze aktivace

IRE-1 a XBP1 zajist'uje optimalni replikaci viru (Kolpikova et al., 2020).
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1.3 KIisté

V ptenosu a rozsiteni TBEV hraje klisté, jako vektor tohoto viru, diilezitou roli. Evropsky
subtyp klistové encefalitidy je pifenaSen vektorem Ixodes ricinus, druhé dva subtypy sdili
stejného vektora, kterym je Ixodes persulcatus (Gritusun et al., 2003). Oba druhy se fadi do
Celedi Ixodidae (klistatoviti neboli tvrda klistata), rodu Ixodes (Anderson & Magnarelli,
2008).

Pfirozenym prostfedim kliStéte Ixodes ricinus je listnaty a smiseny les, kde parazituje na
riznych druzich obratlovci. AvSak v dusledku stale vétsiho vyuZivani piidy ¢lovékem neni
vyskyt klistéte ve méstech a ptiméstskych oblastech ni¢im neobvyklym (Rizzoli et al., 2014).
Zivotni cyklus klistéte zahrnuje 3 paraziticka stadia: larvu, ktera saje na hostiteli 3-5 dni, 4-7
dni sajici nymfu a 7-11 dni parazitujici dospélou samici klistéte. Béhem sadni mtze klisté sviy

objem az 200-krat znasobit. Neparazitické obdobi vyvojovych stadii mize trvat nékolik

mésict nebo dokonce let. Délka celého Zivotniho cyklu se udava v rozsahu 2-6 let (Siiss,
2003).

Obr. 3: Vyvojova stadia Ixodes ricinus, zleva: larva, nymfa, dospéla samice, dospély samec
(ptevzato od Stanek et al., 2012).

Aktivita kliStat neni po cely rok stejnd, ale vaZe se na rozdily teplot v rliznych rocnich
obdobich. Minimalni teplota pro jejich aktivitu je asi 5-7 °C — to odpovida prvotnimu vyskytu
klistat v bfeznu nebo dubnu. Nejvyraznéjsi aktivita je zaznamenana od kvétna do srpna, poté
postupné klesa. Tyto odchylky napii¢ mésici maji zakonitou souvislost s vyskytem piipada

onemocnéni klistovou encefalitidou v pribéhu roku (Schulz et al., 2014; Siiss, 2003).
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1.3.1 KIlisté jako vektor patogent

Ptenos patogenti véetné TBEV z klistéte na hostitele je vysledkem nékolika interakci, které
spolu tvoii pomyslny trojuhelnik vzéjemnych vztahi mezi: patogenem a klistétem, patogenem

a hostitelem, klistétem a hostitelem (Nuttall & Labuda, 2004).

Aby se urcity druh klistéte mohl stat aspéSnym vektorem patogenu, musi byt patogen odolny
vuci tkanovym bariéram Vv téle klistéte. Takovou bariérou je napiiklad stfevo klistcte,
hemocoel ¢i slinné zlazy. Klisté tak svymi obrannymi mechanismy udrzuje ,,své* patogeny na
takové urovni, kdy neni ovlivnéna jeho vitalita ani dalsi vyvoj (Nuttall & Labuda, 2004;
Hajdusek et al., 2013).

VKE a jiné patogeny jsou z kliStéte pfenaSeny pfi jeho sani na hostiteli prostfednictvim slin.

1.3.2 Sliny klistéte

Klistéci sliny jsou produkovany ve slinnych Zlazach, parovém organu, ktery je ulozen
anterolatelarné v t€lni dutiné klistéte a sklada se z velkého mnozstvi alveolt (Bowman &
Sauer, 2005). Hlavnim komponentem slin je voda, kterou kli§t¢ piijima spolu s ionty
prostfednictvim krve a opét vylucuje pomoci slin zpét do hostitele. Dale sliny obsahuji
proteiny a peptidy, které jsou syntetizovany béhem séani ve slinnych zlazach. Kromé téchto
klistéti vlastnich proteinti jsou ve slindch obsazeny také hostitelské proteiny, jedna se zejména
o imunoglobuliny nebo napiiklad glykoprotein transferin. Dal$i zndmou sloZkou jsou
exozomy, které mohou mit rlizny obsah (mRNA, miRNA, proteiny nebo peptidy). Sliny
obsahuji 1 jiné, dosud neznamé nebo nespecifikované, komponenty. Neopomenutelnym

faktem je, ze se slozeni slin béhem sani méni (Nutall, 2019a).

Slinnymi Zldzami je do okoli saciho Ustroji klistéte produkovan tzv. cement, ktery napoméaha
upevnéni ustroji v misté sani (Bowman & Sauer, 2005). Ackoliv cement uspésné usnadiuje
Klistéti prichyceni se, musi vektor piekonavat hostitelské obranné mechanismy, a to po celou
dobu krmeni, které¢ mize trvat az 2 tydny (Sonenshine & Roe, 2014). Obchazet reakcei hostitele
na parazita mu umoziuji molekuly obsazené ve slinach, které jsou schopny regulace téchto

defenzivnich procesu.

Vliv na hemostdzu

Za normdlnich okolnosti by prinik saciho ustroji kzi hostitele vyvolal hemostatickou
odpovéd’. V misté naruseni integrity kiize by doslo k vytvofeni hemostatické zatky, aktivaci

koagulac¢ni kaskady, stazeni cév a v neposledni fadé k zanétlivé odpovédi. V tomto ptipadé by
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klisté nebylo schopné dokoncit krmeni a pravdépodobné by zahynulo bez moznosti rozmnozit

se (Kazimirova & Stibraniova, 2013).

Sliny obsahuji velké mnozstvi riiznych proteint, které maji anti-hemostaticky ucinek. Tyto
proteiny inhibuji koagulaci, potlacuji agregaci krevnich desti¢ek ¢i maji vasodilatacni ucinek.
Ptikladem mohou byt inhibitory serinové proteazy, které cili na proteazy koagulacni kaskady

(Chmelar et al., 2012).

VIiv na imunitni systém hostitele

Dalsi obranny mechanismus, ktery klist¢ béhem sani piekonava, je imunitni systém (IS)
hostitele. Sliny obsahuji fadu molekul, které jsou schopné ovlivnit jak nespecifickou
(ptirozenou), tak specifickou (ziskanou) imunitni odpovéd’ hostitele. Vliv slin na IS hostitele
je velice Sirokou problematikou, kterd vSak neni cilem této prace. Z tohoto diivodu bude

tomuto tématu vénovana pouze obecna kapitola s jednou podkapitolou o makrofazich.

Pfirozena imunitni odpovéd spolu s komplementem je prvni linii obrany hostitele v reakci na
prisati klistéte. Inhibice alternativni cesty aktivace komplementu je jednim ze zptisobt, kterym
sliny moduluji imunitni mechanismy hostitele (Lawrie et al., 1999). Nyni je znama cela fada
proteind, které se této inhibice ucastni. U klistéte Ixodes ricinus jsou to naptiklad proteiny
IRAC-1 a IRAC-II (Daix et al., 2007).

Kratce po prichyceni patogenu dochazi k aktivaci bun¢k ptirozené slozky imunity. Tyto buniky
se nachazeji ptimo v kuzi a jako prvni pfichdzeji do kontaktu se sacim Gstrojim klistéte. Jedna
se 0 mastocyty, eozinofily, dendritické buiiky, makrofagy a také o keratinocyty. Jejich aktivaci
dochdzi k produkci prozanétlivych chemokint a cytokind, které navadéji zanétlivé bunky

véetné neutrofili do mista pfichyceni klistéte (Francischetti et al., 2009).

Bylo dokazéano, ze sliny obsahuji fadu bioaktivnich molekul, které moduluji funkci vSech
bungk podilejicich se na pfirozené imunitni odpovédi hostitele. Sliny ¢i extrakt slinnych zlaz
(SGE) dokazi inhibovat jejich proliferaci, maturaci, migraci a schopnost fagocyt6zy. Dale maji
vliv jak na produkci Siroké Skaly cytokinli a chemokini, tak na expresi riznych receptort

(shrnuto v Kotal et al., 2015).

Sani klistéte indukuje také specifickou imunitni odpovéd’, ktera je rovnéz klistécimi slinami
modulovana (Kotal et al., 2015). Ob¢ slozky imunitniho systému hostitele funguji v uzké
spolupraci: bunky pfirozené imunitni odpovédi, jako jsou napiiklad makrofagy nebo

dendritické bunky, rozpoznavaji antigeny a nasledné je prezentuji T a B lymfocytim, které
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vytvareji specifickou imunitni odpovéd (Medzhitov & Janeway, 1997). Tuto provazanost

obou slozek IS je mozné vysledovat i v modulaci IS hostitele slinami kliStéte.

Literatura obsahuje zna¢né mnozstvi publikaci diskutujicich vliv slin na T a B lymfocyty. Bylo
prokazano, Ze sliny ¢i SGE inhibuji proliferaci T i B bunék. Dale byl dokazan vliv na produkci
cytokind (IL-2, IL-12, TNF, IFN-y) T bunikami a protilatek B buiikami (shrnuto v Kotal et al.,
2015).

Vliv slin na makrofdgy

Makrofagy jsou antigen-prezentujicimi bunkami, které¢ hraji kli¢ovou roli v obrannych
mechanismech hostitele namifenych jak proti antigenim vektoru, tak proti klistétem
pfenasenym patogentim. Rada publikaci se z téchto diivodii zaobira vlivem slin na patogenem

stimulované makrofagy.

Vliv SGE z klistéte Ixodes ricinus byl sledovan v mysich makrofazich stimulovanych bakterii
Borrelia afzelii. Ukazalo se, ze SGE snizuje nejen produkei superoxidu a oxidu dusného, ale
také schopnost makrofagt bakterii likvidovat (Kuthejlova et al., 2001). Dale bylo zjisténo, ze
SGE snizuje jak pocet fagocytujicich bunék a fagocytovanych bakterii, tak produkci cytokinu
TNF-a. SniZeni této produkce bylo pozorované také u slin (Kyc¢kova & Kopecky 2006).

V mysi linii makrofagia IC-21 byl studovany vliv slin z klistéte Dermacentor variabilis na
fadu faktorti. Bylo zjisténo, ze sliny podporuji migraci makrofagu, ale zaroven redukuji jejich

R L

specifickych cytokind IL-4 a IL10 (Kramer et al., 2011).

Dale se ukazalo, ze sliny klistéte Ixodes scapularis inhibuji produkci TNF, IL-1f, IL-6 a IL-
12p40 v mysich makrofazich stimulovanych lipopolysacharidem nebo bakterii Anaplasma
phagocytophilum (Chen et al., 2012).

Sliny pochazejici z klistéte Rhipicephalus microplus maji vliv na expresi kostimula¢nich
molekul CD80, CD86, CD40 a CD69 vV lipopolysacharidem stimulovanych makrofazich
skotu. Obdobné¢ byl efekt zvySené exprese molekuly CD86 sledovan v mysi linii makrofagi
RAW 264.7 (Brake et al. 2010; Brake & de Ledn 2012).

Vliv slin na prenos patogent vcetné VKE

Klistéci sliny nejsou pouze médiem, prostiednictvim kterého jsou patogeny mezi vektorem a
hostitelem ptenaseny, ale samy tomuto pienosu napomahaji. Hovofi se o slinami asistovanému

ptenosu (SAT) (Nutall, 2019b). SAT je uskute¢nén diky bioaktivnim molekulam, které jsou
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ve slindch obsazeny a které maji vliv na hostitele. Jednotlivé SAT faktory se 1isi napftic

riznymi druhy patogenti a jejich pienasect (Nutall & Labuda, 2008).

Vliv SGE na pienos VKE byl nejdfive pozorovan na neinfekénich nymfach klistat rodu
Dermacentor sajicich na morcatech, ktera nebyla viremickd. Do morcat byl inokulovan TBEV
spolu s SGE pochazejiciho z neinfikovanych dospélych samic Dermacentor marginatus, které
saly po dobu 5 dnt. Ukézalo se, ze SGE zvySuje poCet nymf, které se béhem sani virem
infikovaly (Alekseev et al., 1991). Obdobné vysledky byly zaznamenané i u kliStéte

Rhipicephalus appendiculatus s pouzitim SGE ze samic I. ricinus (Labuda et al., 1993).

Déle byl pozorovan vliv SAT na ptenos Thogoto viru (Jones et al., 1989), spirochét B.
burgdorferi (Zeidner et al., 2002; Machackova et al., 2006) ¢i rychlost proliferace bakterie

Francisella tularensis v hostiteli (Kroc¢ova et al., 2003).

1.3.3 Iristatin

Nedavny pokrok ve vyzkumu transkriptomu ukazal, Zze ve slinnych zlazach klistat je béhem
sani syntetizovano i vice jak 500 riznych proteint a peptidi (Nutall, 2019a). Avsak z tohoto
velkého mnozZstvi proteint byla jen malé ¢ast popsand a pouze u zlomku byla domnélé funkce
potvrzena. Jednou z mnoha skupin proteinti obsazenych ve slinach jsou inhibitory proteaz,
které je mozné na zakladé struktury rozdélit do nékolika podskupin: proteiny obsahujici

Kunitzovu doménu, serpiny, cystatiny a dalsi (Francischetti et al., 2009).

V roce 2019 byl popsan Iristatin, inhibitor protedz pattici do skupiny cystatini typu 2 (Kotal
et al., 2019). Prvnimi popsanymi inhibitory cystatinQ typu 2 byly sialostatiny pochazejici ze
slinnych zlaz klistéte Ixodes scapularis, které jsou schopné inhibovat nékteré katepsiny ¢i
ovlivitovat produkci cytokinti imunitnimi buiikami (Schwarz et al., 2012). Naptiklad
sialostatin L potlacuje katepsiny C, L, S, V, X a papain, dale ma vliv na cytokinovou produkci
lymfocytt, dendritickych bun€k a mastocytti. V neposledni fad¢ narusuje proliferaci T bunék

(Sa-Nunes et al., 2009; Kotsyfakis et al., 2006).

Iristatin je jednim z cystatint 2. typu produkovanych ve slinnych zlazach klistat rodu Ixodes.
Ukazalo se, ze mira exprese mRNA Iristatinu se, obdobn¢ jako i u dalSich proteind, s délkou
sani zvysuje. Ddle bylo zjisténo, Ze Iristatin ma schopnost inhibice katepsini C a L a zaroven
snizuje produkci cytokint Th1 bunek (IFN-y a IL-2), Th2 bunék (IL-4), Th9 buné¢k (IL-2 a IL-
9) a mastocytt (IL-9 a IL-6). Tento cystatin také potlacuje proliferaci T bunék a snizuje priliv
imunitnich bun€k (napf. neutrofill) do mista zanétu. Produkce oxidu dusné¢ho v makrofazich

se vlivem Iristatinu snizila (Kotal et al., 2019).
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2 CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe o vztahu virové infekce, endoplasmatického stresu a

imunitni funkce makrofagt/antigen presentujicich bun¢k

Optimalizace metod na méfeni signdlnich drah aktivovanych stresem na
endoplazmatickem retikulu (UPR-unfolded protein responses: ATF6-, IRE1-, PERK-

zéavisla aktivace)
Stanoveni UPR v makrofagové linii PMJ2-R po infekci TBEV

Otestovani vlivu klistécich slin na UPR v makrofagové linii PMJ2-R po infekci TBEV
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Bunécna linie

Pro vSechny experimenty byla pouzita mysi bunééna linie PMJ2-R (ATCC). Jedna se o
peritonealni makrofagy infikované R2 virem, které byly kultivovany pfi teploté 37 °C v médiu
RPMI 1640 s 10 % bovinniho fetalniho séra (BOFES; Sigma-Aldrich), 1 % smési antibiotik
(penicilin G — vysledna koncentrace 100 j./ml, streptomycin - vysledna koncentrace 100
pg/ml), 1 % L-glutaminu (vysledna koncentrace 292 pg/ml) a 50 mM 2-merkaptoetanolu (vse
Biowest). Buriky byly pasazovany 3x tydné.

3.1.2 Virus klistové encefalitidy

Ve vsech experimentech byly buiky infikovany virulentnim kmenem Hypr (kmen
zapadoevropského subtypu TBEV). Kmen Hypr byl izolovan v roce 1953 na Moravé z krve
desetiletého chlapce, ktery byl pozitivné diagnostikovan na klistovou encefalitidu. Vir byl
nasledné pomnozenVero buikach . Titr pouzitého viru byl ve vSech experimentech stejny, tj.

7 x 10" PFU/m.

3.1.3 Klistéci sliny

Klistéci sliny pochazeji z dospélych samic klistat I. ricinus, které byly sbirany vlajkovou
metodou v okoli mésta Ceské Budé&jovice a nasledné saly na moréeti po dobu 6-7 dnd. Za
ucelem ziskani slin byla kli§tata pfipevnéna pomoci oboustranné lepici pasky k podloznim
sklickim a na hypostom a jednu z palp jim byla nasazena sklenéna kapilara, ktera byla ke
sklicku pfipevnéna pomoci plasteliny. Slintani bylo podpoieno aplikaci 1-2 pl 5% roztoku
pilokarpinu (Sigma) v etanolu (Penta) na dorsum kazdého klistéte. Klistata byla poté
ponechana v inkubatoru nastaveném na 37 °C po dobu 2 hodin. Béhem této doby dochézelo
K produkci slin do kapilar, jejichz uchyceni a naplnéni se prubézné kontrolovalo.
Vyprodukované sliny byly sesbirany, nasledné filtrovany ptes 0,22 um filtr (Merc milipore) a

uchovavany pii teploté -70 °C.
Stanoveni koncentrace proteind ve slinach bylo provedeno pomoci Bradfordovy metody.

3.1.4 Iristatin

Rekombinantni cystatin Iristatin byl k experimentim ziskan na zaklad¢ spoluprace Katedry
medicinské biologie s Laboratoii genomiky a proteomiky vektorti na Parazitickém ustavu AV
CR. Iristatin byl ptegistén od lipopolysacharidi firmou ARVYS Proteins (USA) a uchovavan
pfi teploté -70 °C.
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava a infekce bunék

Pfiprava bunék

PMJ2-R bunky byly proudem média uvolnény ze dna kultivaéni lahve a nasledné spocitany
v Biirkerové komurce. Buniky v médiu byly poté centrifugovany v centrifugacni zkumavce pii
250 g po dobu 2 minut. Nasledné byl vznikly pelet resuspendovan v kompletnim kultivacnim

RPMI médiu a vznikla suspenze bunék byla rozdélena do jednotlivych mikrozkumavek.

V piipadé sledovani vlivu klistécich slin byly buriky preinkubovany se slinami (vysl. konc. 10
pug/ml) po dobu 1,5 hodiny pfi teploté 37 °C. V piipad¢ sledovani vlivu G1 byly bunky
preinkubovany s G1 (vysl. konc. 6 uM) taktéz po dobu 1,5 hodiny a pii teploté 37 °C.
Preinkubace probihala v mikrozkumavkach. Skupiny bunék bez slin a bez G1 byly po tuto
dobu také uchovavany pii teploté 37 °C.

Celkovy pocet takto ptipravenych mikrozkumavek s buitkami odpovidal poctu 6 sledovanych
skupin: bunky neinfikované, neinfikované preinkubované s G1, neinfikované preinkubované

se slinami, infikované, infikované preinkubované s G1 a infikované preinkubované se slinami.

Infekce bunék

Piipravené buiiky byly nésledné infikované pfidanim viru Hypr v mnozstvi MOI = 2 (tzn. 2
virové Castice na 1 buriku). Pfidanim viru se koncentrace slin a G1 snizila, proto byly jejich
koncentrace dorovnany odpovidajicim mnozstvim slin a Gl. Inkubace bunék s virem
probihala po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C. K neinfikovanym buiikdm bylo misto viru
pfidano stejné mnozstvi kontrolniho média a opét byly koncentrace slin a G1 dorovnany na

pocatecni hodnoty.

Po skonceni inkubace byly buriky 2x promyty 1 mililitrem média od nenavazanych virovych
¢astic centrifugaci (5 minut, 250g, 4 °C). Poté byl vznikly pelet resuspendovan v potfebném
mnozstvi média tak, aby 100 ul bunééné suspenze obsahovalo 1 x 10° bunék. V ptipadé
piipravy bunék pro RNA vzorky byly buiiky nasazeny na 24 jamkovy panel, a to v mnoZzstvi
4 x 10° bungk pro 24 hodinovy interval a v mnoZstvi 2 x 10° bunék pro 96 hodinovy interval.
Pro ziskani vzorkl uréenych pro detekci proteintt pomoci metody Western blotu byly bunky
nasazeny na 6 - jamkovy panel v mnozstvi 2 x 10° bunék pro 24 hodinovy interval a

v mnozstvi 1 x 10° bunék pro 96 hodinovy interval.

Ke vsem skupinam, které byly preinkubovany se slinami nebo G1, bylo pfidano odpovidajici

mnozstvi G1 a slin (o vysl. konc.: sliny 10 pg/ml, G1 6 uM). Panely byly poté¢ umistény do
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termostatu a inkubovany pii 37 °C a 5 % CO.. V intervalech 24 hodin a 96 hodin po infekci
(hpi) byly ziskavany bunécné lyzaty.

3.2.2 Priprava proteinovych vzorka

Lyza bunék

Po uplynuti Casovych intervali bylo z jednotlivych jamek odsato médium a buiky byly
oplachnuty vychlazenym sterilnim PBS o objemu 1 mililitru. Odebrané médium bylo sto¢eno
(10 minut, 1500 RPM, 4 °C), po stoCeni byl odsan supernatant a vznikly pelet byl
resuspendovan pomoci z jamek odebraného PBS a opét byly buiiky centrifugovany za stejnych

podminek.

Nasledné bylo k bunkam na panelu ptidano 300 ul RIPA pufru (Sigma-Aldrich) s inhibitory
(viz dale) a buinky byly lyzovany na ledu po dobu 10 minut. Vzniklym lyzatem byl
resuspendovan pelet bunck ziskany ze sto¢en¢ho média a PBS a opét probihala lyza bunék na
ledu po dobu 10 minut. Zlyzované buiiky byly sto¢eny (10 minut, 11000 RPM, 4 °C) a

supernatant byl pienesen do nové mikrozkumavky a uchovan v -70 °C az do dalsiho pouziti.

K lyze bunék byl pouzit komeréni RIPA pufr (Sigma-Aldrich), do kterého byl pfidan NaF
(vysl. kon. 42 pg/ml). Tésné pied samotnou lyzou byl k pufru pfidan i NasVOs (vysl. kon. 37
ug/ml) a 1x koktejl inhibitort proteaz Protease Inhibitor Coctail (Sigma-Aldrich).

Meéreni koncentrace proteint

Koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich bunéénych lyzati byla zméfena s vyuzitim
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) a ptistroje Synergy H1 microplate
reader (Biotek). Metoda byla provedena v 96 - jamkové desticce se standartni dobou inkubace

(. 30 minut pfi teploté 37 °C) dle protokolu vyrobce.

Proteinové vzorky tunicamycinem stimulovanych bunék

Pro odliSeni nespecifickych vazeb protilatky pti detekci BiP proteinu (viz dale) bylo vyuZzito
tunicamycinu (Sigma), ktery v bunikach indukuje ER stres. PMJ2-R buniky byly v mnozZstvi 1
x 10° buné&k inkubovany s tunicamycinem (vysl. kon. 2 uM) po dobu 4 hodin pii teploté 37
°C. Kontrolni skupinu piedstavovaly nestimulované bunky, ke kterym byl pfidan stejny objem
DMSO (Sigma). Po uplynuti ¢asového intervalu byly bunky lyzovany ve 100 ul RIPA pufru

s odpovidajicim mnozstvim inhibitora.
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3.2.3 Priprava RNA vzorkiu
Lyza bun¢k a izolace RNA byla provedena pomoci kitu NucleoSpin® RNA (Macherey-

Nagel), vsechny pouzité reagencie krom¢é etanolu a 2-merkaptoetanolu jsou soucasti tohoto

kitu. U obou metod se postupovalo dle protokolu od vyrobce.

Lyza bunék

Po uplynuti ¢asového intervalu bylo z bun¢k v panelu odsdto médium a nasledné stoceno
v centrifuze (2 minuty, 2000 RPM, 4 °C). K adherovanym bunkam bylo pfidano 350 ul RAl
roztoku s 3,5 ul 2-merkaptoetanolu (Sigma-Aldrich) a vzniklym lyzatem byly resuspendovany
buiiky z odebraného a stoceného média. Nasledn¢ byly mikrozkumavky s lyzatem pecliveé
zvortexovany a uchovavany pfi teploté -70 °C. Po ziskani lyzati z obou ¢asovych intervali

byla provedena samotnd izolace RNA.

Izolace RNA

Lyzaty byly hrubé piefiltrovany nanesenim na fialové kolonky a naslednou centrifugaci (1
minuta, 11 000 g). Poté byl filtrat pe¢livé smichan s 350 ul 70% etanolu (Penta), nanesen na
modré filtraéni kolonky a centrifugovan (30 sekund, 11 000 g), doslo tak k navazani
nukleovych kyselin na kolonku. Odsoleni bylo provedeno pomoci 350 ul MDB pufru a
centrifugaci (1 minuta, 11 000 g). Nasledovala inkubace kolonky s 95 ul roztoku rDNasy
(vzniklym smichanim 90 pl rDNase pufru s 10 pl rDNasy) po dobu 15 minut. Nasledné byla
kolonka promyta 200 ul RAW?2 pufru (centrifugace 30 sekund, 11 000 g), poté pomoci 600 pl
RAS3 pufru (centrifugace 30 sekund, 11 000 g) a finalni promyti bylo provedeno 250 ul RA3
pufru (centrifugace 2 minuty, 11 000 g). Po promyti byla provedena eluce pomoci 60 pul RNA-

free vody (centrifugace 1 minuta, 11 000 g) do nuclease-free zkumavky.
Po ziskani RNA byla zméfena jeji koncentrace a vzorky byly uchovavany pfi teploté -70 °C.

Meéreni koncentrace RNA

Koncentrace ziskanych RNA vzorkt byly zméfeny pomoci Take3™ Trio Micro-Volume

desticky (Biotek) v pfistroji Synergy H1 microplate reader (Biotek).

3.2.4 Stanoveni aktivace ATF-6 drahy UPR

Pro stanoveni aktivace ATF-6 drahy UPR byla sledovéna exprese proteinu BiP metodou
Western Blot a exprese genu BiP metodou kvantitativni polymerazové fetézové reakce
(QPCR).

Western Blot

e SDS-PAGE clektroforéza
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Nejdiive byl ptipraven 8% gel pro elektroforetickou separaci proteinti, ktery se sklada ze
separa¢niho (running) a zaostfovaciho (stacking) gelu. Slozeni jednotlivych geli je

vyobrazené v nasledujici tabulce (Tab. I), hodnoty jsou uvedené pro piipravu dvou 8% gelt.

Tab. I: Piiprava dvou 8% gelu pro SDS-PAGE eclektroforézu.

Zaostiovaci gel Separacni gel vyrobce
40% Acryl/Bisacryl _ ) VWR
_ 0,49 ml  40% Acryl/Bisacryl amid 3 ml
amid
4x Tris-CI/SDS, pH 6,8 1,25 ml  4x Tris-Cl/SDS, pH 8,8  3,75ml  Sigma-Aldrich
H20 3,2 ml H20 8,25 ml -
10% APS 30 pl 10% APS 60 ul  Sigma-Aldrich
TEMED 6 ul TEMED 12 ul WVR

Naésledujici den byla sestavena aparatura pro elektroforézu, do které byly umistény ptipravené
gely a zality ELFO pufrem (25 mM TRIS, 192 mM Glycine, 1 % SDS). Poté byl vytazen
hiebinek a do prvni jamky kazdého gelu byl nanesen ELFO marker v mnozstvi 5 pl

(PageRuler™ Plus Prestaind Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific).

Diky ziskanym hodnotam koncentraci proteini ve vSech vzorcich bylo mozné nandset do
jednotlivych jamek v gelu stejné mnozstvi proteinti. Vzorky byly proto pfipraveny
V pozadovaném mnozstvi proteinii a nasledné¢ doplnény RIPA pufrem do objemu 30 pl a
smichany s LB pufrem (pfipraveny smichanim 900 ul 4x Laemmli Sample Buffer [Biorad] se
100 ul merkaptoetanolu [Sigma-Aldrich]) v poméru 3:1 ve prospéch vzorku. Takto pfipravené
vzorky byly inkubovany 3 minuty pfi 95 °C a nasledné pipetovany do jednotlivych jamek gelu.
Elektroforeticka separace proteintl probihala pii nastavenych hodnotach 80 mA a 250 V (pro
2 gely) po dobu pfiblizné 50 minut.

e Blotovani

Nasledujicim krokem byl ptenos rozdélenych proteint z gelu na PVDF membranu (Thermo
Fisher Scientific). Gely byly vyjmuty z aparatury a pfemistény do Transfer pufru (25,6 mM
TRIS, 192 mM glycin, 1,73 mM SDS, 20 % metanol). Na blotovaci aparatute byl slozen
tzv.,,sandwich®, ktery vznikl sloZenim téchto vrstev na sebe: 3 filtraéni papiry — PVDF
membrana — gel — 3 filtra¢ni papiry. Membrana byla predtim aktivovana metanolem (WVR)
a nasledné navlhéena, stejn¢ jako filtracni papiry, v Transfer pufru. Pfenos proteini probihal

pii nastavenych hodnotach 126 mA a 300 V (pro dva gely) pfiblizn€ 1,5 hodiny.
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Po pfeneseni proteinti byly membrany promyty roztokem TBS (50 mM TRIS, 150 mM NaCl,
pH 7,6) s 0,1 % Tweenem (Sigma-Aldrich) a nasledn¢ byla membrana vysycovana v roztoku

5 % odtu¢néného mléka (Basic Nutrition) v TBS s 0,1 % Tweenem po dobu 1 hodiny.
e Aplikace protilatek

Po vyblokovani membrany mlékem byla membréana zatavena ve folii inkubovana pies noc
s primarni krali¢i protilatkou proti BiPu (78 kDa, Cell Signalling Technology). Primarni
protilatka byla fedéna v 5 % roztoku mléka v TBS s 0,1 % Tweenem v poméru 1:1000.

Inkubace probihala pfes noc v chladové mistnosti o teploté cca 4 °C.

Po uplynuti doby inkubace byla membrana promyta v TBS s 0,1% Tweenem (2 x rychle, poté
1 x 15 minut a 2 x 5 minut na tfepacce). Nasledovala inkubace V pokojové teploté se
sekundarni proti-krali¢i protilatkou (anti-rabbit IgG, HRP linked, Cell Signalling Technology)
v fedéni 1:2000. Na tuto sekundérni protilatku je navdzana avidin-peroxidéaza, diky které je
mozné proteiny detekovat na zédklad¢ chemiluminiscence. Inkubace probihala 45 minut a poté

byla membrana opét promyta v TBS s 0,1 % Tweenem (3 X 5 minut).
e Detekce proteinti

Pro detekci proteinti byly pouzity roztoky WesternBright™ Quantum (Advansta). Smés
roztokli ptisobila na membrané pfiblizné jednu minutu a poté byla v detekénim pfistroji
(Alliance 47, Uvitec Cambridge) zméfena chemiluminiscence. Intenzita chemiluminiscence

Vv jednotlivych vzorcich byla vyhodnocena v programu ImageJ .

Referen¢nim proteinem byl B-aktin (krali¢i protilatka proti B-aktinu, 45 kDa fedéni 1:1000,
Cell Signalling Technology), pro jehoZz detekci nebylo nutné membranu stripovat. Po
kvantifikaci proteinli v jednotlivych vzorcich pomoci programu Image] bylo relativni

mnozstvi BiP proteinu vyhodnoceno jako pomér mnozstvi proteinu BiP ku p-aktinu.

Jelikoz se pti detekcei proteinu BiP ukazalo, Ze protilatka se vaZe i nespecificky a dochazi tak
k detekci nespecifickych bendii na membrang€, bylo nutné odlisit specificky bend od téch
nespecifickych. Toho bylo docileno detekei proteinu BiP ve vzorku ziskaném stimulaci bunék
tunicamycinem. Detekce proteinu BiP v tunicamycinem stimulovanych bunkach v porovnani

s kontrolni skupinou je vyobrazena na nasledujicim obrazku (Obr. 4).
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Obr. 4: Detekce BiP proteinu v Tunicamycinem (TM) stimulovanych buikach.

U tunicamycinem stimulované skupiny (TM) byl v misté odpovidajicim velikosti BiP proteinu
(78 kDa) pozorovan zietelny bend. U nestimulované skupiny (NT) byl tento bend o poznani

slabsi.

Kvantitativni polymerdzovd retézové reakce

Pro stanoveni zmény exprese MRNA genu BiP bylo vyuzito metody qPCR, avsak nejdiive

bylo nutné piepsat vyizolovanou RNA do komplementarni DNA (cCDNA).
e Priprava cDNA

cDNA byla pfipravena pomoci kitu Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche).
Reakce byla provedena dle protokolu od vyrobce, objem reakce byl 20 ul. Slozeni reak¢ni

smési je vyobrazeno v nésledujici tabulce (Tab. II).

Tab. 11: SloZeni reakéni smési pro transkripci RNA do cDNA, mnozstvi odpovida 1 reakeci.

RNA 1ug

Nuclease-free H.O doplnit objem 1 ug RNA do 12 pl
Anchored-oligo(dT)1gPrimer 1l

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer 4 ul

Protector RNase Inhibitor 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix 2 ul

Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5 ul
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Krom¢ transkripce vzorkli RNA byl pfipraven také vzorek slouzici jako negativni kontrola.
Transkripce probihala v pfistroji (Biometra Tone, Analytik Jena) s nasledujicim nastavenim:

30 minut pii 55 °C, poté 5 minut pti 85 °C.
e (QPCR

gPCR byla provedena v reakéni smési o objemu 10 pl pomoci JumpStart Taq Ready Mixu
(Sigma-Aldrich) a sondami znacenych primerti pro BiP (ID: 1743334, Applied Biosystems) a
pro referen¢ni gen GAPDH (1D: 1832420, Applied Biosystems). Pfesné slozeni reakéni smési
znazornuje nasledujici tabulka (Tab. III). Kazda reakce byla provedena v duplikatech.

Tab. 11: Slozeni reakéni smési pro qPCR (BiP).

JumpStart Taq Ready Mix 5ul
MgCl, 14 pl
Primery + sonda 0,5 ul
Nuclease-free H>O 2,1 ul
cDNA 1ul

Amplifikace poté probihala v piistroji RotorGene 6000 (Corbett Research), ktery byl nastaven
dle nésledujici tabulky (Tab. IV).

Tab. 1V: Nastaveni parametra qPCR (BiP).

krok teplota trvani pocet cykli
pocatecni denaturace 95°C 2 min -
denaturace 94 °C 15s
40x
nasednuti primert 60 °C 60s

Vysledna relativni hodnota exprese mRNA byla vypocitana podle vzorce: 2 2% = [( Ctgenu
BiP - Ct referen¢niho genu (GADPH) u stimulovaného vzorku - (Ct genu BiP - C; referenéniho
genu (GADPH) kontrolniho nestimulovaného vzorku], kdy hodnota Ci ptedstavuje cyklus, pii

kterém fluorescencni signal piekrocil prah detekce, tzv. treshold.

3.2.5 Stanoveni aktivace PERK drahy UPR

PERK drdha UPR byla detekovand prostiednictvim detekce fosforylované formy proteinu

elF2a, a to pomoci metody Western blot.
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Postup pii detekci P-elF2a (kralici protilatka P-elF2a, 38 kDa, Cell Signalling Technology)
byl stejny jako u detekce proteinu BiP, ale s tim rozdilem, Ze referen¢nim proteinem byla
nefosforylovand forma tohoto proteinu. Jelikoz se jednalo o stejné velké proteiny, byla
nejdiive detekovand fosforylovana forma a az po stripovani membrany (tj. odstranéni jiz
navazanych protilatek) mohlo dojit k inkubaci s dalsi primarni protilatkou (krali¢i protilatka
proti elF2a, 38 kDa, Cell Signalling Technology).

e Stripovani membrany

Pro stripovani membrany byl pouzit pufr Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo
Fisher Scientific), ve kterém byla membrana inkubovana (na tiepacce) pii pokojové teploté po
dobu 30 minut. Nasledné doslo k promyti v TBS pufru s 0,1 % Tweenem, k opétovnému

vysyceni membrany mlékem a K inkubaci s primarni protilatkou.

3.2.6 Stanoveni aktivace IRE-1 drahy UPR

Aktivace IRE-1 drahy byla sledovana prostifednictvim detekce sestiihu mRNA XBP1. Pro
tento ucel bylo vyuzito metody PCR s naslednou vizualizaci PCR produktii na agarozovém
gelu. Pro tuto metodu byly pouzity celkem dvé sady primert, jejichz sekvence byly vyhledany
v literatute. Optimalni teplota pro nasedani primerti byla nejdiive zjisténa pomoci gradientové

PCR.

Primery pro XBP1(Generi Biotech) pievzaté z Wang et al., 2015:
Forward: 5"~ ACGAGGTTCCAGAGGTGGAG -3’
Reverse: 5'—- AAGAGGCAACAGTGTCAGAG- 3’

PCR produkty o velikosti 161 a 135 bp

Primery pro XBP1 (Generi Biotech) ptevzaté z Sha et al., 2009.
Forward: 5'- AGTTAAGAACACGCTTGGGAAT -3
Reverse: 5'—~ AAGATGTTCTGGGGAGGTGAC -3’
PCR produkty o velikosti 172 a 146 bp

Gradientovd PCR

Gradientova PCR byla provedena s jednim vybranym vzorkem cDNA v reakéni smési PCR
Master Mixu (Thermo Fisher Scientific), PCR vody a primeri (viz Tab. V), objem reakce byl
15 ul. Zvolené teploty gradientu byly nasledujici: 50,5 °C, 53 °C, 56 °C, 58,5 °C a 60,3 °C.
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Tab. V: Slozeni reak¢ni smési pro gradientovou PCR, mnozstvi odpovida ptipravé 5 reakci.

2x PCR Master Mix 40 pl
PCR voda 30 pl
Forward primer 4 ul
Reverse primer 4 ul
cDNA 2 ul

Nasledné byla reakéni smés rozdélena v objemu 15 pl do jednotlivych zkumavek. PCR reakce
probihala v pfistroji Biometra Tone (Analytik Jena), jehoz nastaveni znazoriuje dalsi tabulka
(Tab. VI).

Tab. VI: Nastaveni parametr gradientové PCR reakce.

krok teplota trvani pocet cykli
pocatecni denaturace 98 °C 30s 1
denaturace 98 °C 10s
nasednuti primert gradient 30s 40
extenze 72°C 60 s
finalni extenze 72°C 10 minut 1

Vizualizace PCR produktd na agarozovém gelu

Po provedeni PCR reakce byly PCR produkty vizualizovany na 2,5 % agarozovem gelu, ktery
byl pfipraven rozpusténim 1,75 g agarosy (Amresco) v 70 ml TAE (pfipraveny nafedénim 50x
koncentrovaného TAE, Envisan-Gem). Nasledné byl gel barven pomoci Syber Safe DNA Gel

Stain (Thermo Fisher Scientific).

Do jamek ptipraveného gelu byl nanesen DNA marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder,
Thermo Fisher Scientific) a vzorky, které byly smichany s nanaSeci barvickou (DNA Gel
Loading Dye, Thermo Fisher Scientific) v poméru 5:1 v prospéch vzorku. Elektroforeticka
separace PCR produktii v gelu probihala pii nastaveni zdroje na 100 mA a 150 V. Po odpojeni
zdroje byly amplifikované PCR fragmenty vizualizovany v detekénim pfistroji a poté byla

vybréna vhodna teplota nasedani primert.
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PCR
Po zjisténi vhodné teploty nasedani pouzitych primert byla provedena PCR reakce u vSech
vzorkd, ale s jiz pevné danou teplotou nasedani primerti — u obou sad primeru byla optimalni
teplota stanovena na 56 °C. Objem reak¢ni smési byl 20 ul (viz Tab. VII). Po amplifikaci PCR

produktii doslo k jejich elektroforetické separaci a vizualizaci na gelu.

Tab. VII: Slozeni reakéni smési pro PCR.

2x PCR Master Mix 10ul
PCR voda 7 ul
Forward primer 1ul
Reverse primer 1ul
cDNA 1ul

Vyhodnoceni mRNA sestfihu

Pro vyhodnoceni byly ziskany hodnoty intenzity fluorescen¢niho signalu obou PCR fragmentt
v kazdém vzorku pomoci programu ImageJ. Stupen aktivace IRE-1 drahy byl poté
vyhodnocen jako podil intenzity sestfizen¢ho fragmentu XBP1s (XBP1 spliced) a souctu
intenzity fragmenttt XBP1u (XBP1 unspliced) a XBP1s.

3.2.7 Exprese virové mRNA

KurCeni zmény exprese virové mRNA ve sledovanych skupinach byla provedena
jednokrokova qPCR pomoci Kapa Sybr Fast Universal One-step qRT-PCR Kit (Sigma-
Aldrich). Mnozstvi jednotlivych komponenti v reak¢éni smési je uvedeno v Tabulce VIII.

K detekci virové RNA byly pouzity nasledujici primery (vSe Generi Biotech):
Primery pro VKE:

Forward: 5'— GCAGCCAGATGCCCAACAATGG -3

Reverse: 5'— TCTTTTTTGCCTCACAAGCCGCCT -3’
Primery pro GADPH (kontrolni gen):

Forward: 5~ TGTGTCCGTCGTGGATCTGA -3’

Reverse: 5'—- TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG -3’
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Tab. VIII: SloZeni reakéni smési pro qRT-PCR.

2x Kapa Sybr Fast Master Mix 5ul
forward primer 0,2 ul
reverse primer 0,2 ul
50x Kapa RT Mix 0,2 ul
PCR voda 1,4 ul
RNA 3ul

Vstupni koncentrace RNA, ktera byla ptidana do reak¢ni smési, byla 2 ng/ul. Pro tyto ucely
byla vyizolovana RNA do pozadované koncentrace ziedéna pomoci PCR vody. Reakce
probihala v pfistroji RotorGene 6000 (Corbett Research), ktery byl nastaven dle nésledujici
tabulky (Tab. 1X).

Tab. IX: Nastaveni parametra qRT-PCR reakce.

krok teplota trvani pocet cyklu
Reverzni transkripce 42 °C 10 min 1
pocatecni denaturace 95°C 5 min 1
denaturace 95°C 5s
40x
nasednuti primert 60 °C 30s

Exprese virové mRNA byla vyhodnocena stejnym zptsobem jako exprese BiPu pomoci Ct

hodnot.

3.2.8 Statistické vvhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism 5 pomoci
dvoucestné ANOVY s vyuzitim Benferroniho post hoc testu. Vysledky jsou prezentované
v grafech jako aritmetické praméry ze stanovenych hodnot a chybové tusecky v grafech
predstavuji stfedni chybu priméru (SEM). Statisticky vyznamné rozdily jsou v grafech
oznaceny hvézdickami (* pro p < 0,05, ** pro p < 0,01, *** pro p < 0,001).
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4 VYSLEDKY

Vysledky jsou strukturované do 4 samostatnych casti. Prvni se zabyva stanovenim UPR ve
virem infikovanych bunkach, dalsi vlivem klistécich slin a G1 na aktivaci UPR a posledni ¢ast

je vénovana vlivu slin a G1 na replikaci viru v infikovanych bunkach.

4.1 Stanoveni UPR ve virem infikovanych bunkach

Aktivace UPR ve virem infikovanych buiikach byla analyzovana pro vSechny tfi drahy: ATF-
6, PERK a IRE-1. PMJ2-R bunky byly infikovany virem HYPR (MOI=2) a nasledn¢ byly
lyzovany v intervalech 24 a 96 hpi. Analyza proteint byla provedena metodou Western blot,
analyza exprese geni pomoci qPCR a analyza mMRNA sestfihu metodou PCR. Kontrolni
skupinou byly neinfikované buiiky v Casovém intervalu 24 hpi, kterym byla pii zpracovani

ziskanych dat pfifazena hodnota 1. VSechny uvedené experimenty byly provedeny tiikrat.

ATF-6 dréha

Aktivace ATF-6 drahy byla analyzovana prostiednictvi detekce exprese genu BiP a exprese
ptislusného proteinu. Exprese genu BiP byla vyhodnocena ze tii experimentl a zaroven byla
kazdéa qPCR reakce provadéna v duplikatech. Na nasledujicim obrazku (Obr. 4) jsou uvedené
vysledky této analyzy, ze kterych vyplyva, Ze infekce indukuje expresi genu BiP v obou
casovych intervalech. V ¢ase 24 hpi byla exprese genu v infikovanych bunkach 2,11 - krat
zvySena oproti expresi v neinfikovanych buikach. V piipadé 96 hpi bylo sledovano 2,45
nasobné zvyseni exprese. Pozorovany rozdil mezi infikovanymi a neinfikovanymi butikami

byl signifikantni.
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Obr. 4: Exprese genu BiP v PMJ2-R burikach infikovanych virem Hypr.

Exprese proteinu BiP v neinfikovanych a infikovanych bunkach byla vyhodnocena jako podil
exprese proteinu BiP a B-aktinu. Exprese proteinu se v jednotlivych ¢asovych intervalech
lisila, vysledky vSak nejsou statisticky signifikantni. Vysledky analyzy exprese BiP proteinu
jsou uvedené na nasledujicim obrazku. (Obr. 5). V prvnim casovém intervalu doSlo témér
k dvojnasobnému zvyseni exprese proteinu vlivem infekce, ale v intervalu 96 hpi bylo
sledovano snizeni exprese tohoto proteinu. Dale byl pozorovan rozdil v expresi proteinu
v neinfikovanych butikach mezi jednotlivymi ¢asovymi intervaly: v intervalu 96 hpi bylo

detekovano 4,56 - nasobné zvyseni exprese oproti intervalu 24 hpi.
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Obr. 5: Relativni exprese proteinu BiP v infikovanych bunkach.

PERK draha

Aktivace PERK drdhy v infikovanych bunkach byla analyzovéna jako mira relativni
fosforylace proteinu elF2a prostiednictvim Western Blotu. Vysledna hodnota exprese byla
ziskana jako podil exprese fosforylované a nefosforylované (totalni) formy proteinu elF2a.

Z grafu (Obr. 6) je mozné odecist, ze fosforylace elF2a byla zvySena v bunkach infikovanych
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virem, a to v obou ¢asovych intervalech. V intervalu 24 hpi doslo k dvojnasobnému narustu
fosforylované formy proteinu. V piipadé tohoto proteinu nebyl u neinfikovanych bunck
pozorovan témét zadny rozdil mezi casovymi intervaly. Vysledky vSak opét nebyly

signifikantni.
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Obr. 6: Relativni fosforylace proteinu elF2a v infikovanych burnkach.

Aktivace IRE-1 drahy byla stanovena detekci mRNA sestiihu pomoci metody PCR a nasledné
vizualizace vzniklych PCR produktli na agarozovém gelu. Stupeini aktivace IRE-1 drahy byl
poté vyjadien jako podil intenzity fluorescencniho signalu sesttizené¢ho fragmentu XBPl1s a
souctu intenzity fragmentti XBP1u a XBP1s. Pti vizualizaci PCR produktt byl detekovan jesté
jeden neznamy produkt PCR reakce, jedna se o bend velikosti cca 200 pb. Tento bend byl

pozorovan u obou sad primert.

Vysledky, které nebyly signifikantni, znazorfiuje obrazek nize (Obr. 7). Z grafu je patrné, Ze
v infikovanych buinkach byl detekovany narist sestiihu mRNA. Na druhou stranu

Vv neinfikovanych buiikach nebyl detekovany Zadny sestfih mRNA nebo jen v malé mife.
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Obr. 7: Sesttih mRNA XBP1 v bunkach infikovanych virem Hypr.

4.2 Vliv Klistécich slin na aktivaci UPR

Pro sledovani vlivu slin na aktivaci jednotlivych drah UPR byly buiiky preinkubovany se
slinami (vysl. kon. 10 pg/ml), poté nasledovala infekce virem Hypr (MOI=2). Do experimenti
byla zahrnuta i skupina neinfikovanych bun€k preinkubovanych se slinami, diky které bylo
mozné zjistit, zda nemaji samotné sliny vliv na aktivaci jednotlivych drah UPR. Vzorky byly
ziskavany v Case 24 a 96 hpi. Uvedené vysledky byly ziskany zpracovanim dat ze dvou

experimentul.

ATF-6 drdha

Z grafu (Obr. 8) je mozné odecist, ze v intervalu 24 hpi nemély sliny zadny vliv na expresi
genu Vv neinfikovanych buiikach. Oproti tomu v casovém intervalu 96 hpi byla zaznamenana
zvySena exprese genu v neinfikovanych bunikach, kterd byla signifikantni. Z toho plyne, Ze
samotné sliny byly schopné béhem 96 hodin inkubace s bunikami indukovat expresi BiPu na
urovni RNA. Toto zvySeni exprese slinami bylo dokonce srovnatelné se zménou exprese, ktera

nastala vlivem virové infekce.
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V infikovanych bunkéach sliny nemély zadny vliv na expresi genu v prvnim ¢asovém intervalu,
ale v ptipad¢ druhého ¢asového intervalu doslo vlivem slin ke snizeni exprese. Toto snizeni

vSak nebylo statisticky prikazné.
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Obr. 8: Vliv klistécich slin na expresi genu BiP.

Tato draha byla analyzovana také na urovni proteind. Z grafu (Obr. 9) je patrné, ze v prvnim
casovém intervalu nedoslo k zddné zméné v expresi proteinu mezi sledovanymi skupinami.
V druhém cCasovém intervalu byla vlivem samotnych slin opét sledovand zvySend exprese
proteinu. Nebylo zjisténo, ze by sliny mély néjaky vliv na expresi proteinu BiP v infikovanych
bunkach.
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Obr. 9: Vliv klistécich slin na expresi proteinu BiP.
PERK drdha

Vliv slin na aktivaci PERK drahy byl opét vyhodnocen ze dvou provedenych experimenttl. Na
zaklad¢ nasledujiciho grafu (Obr. 10) je mozné fici, ze v intervalu 24 hpi sliny indukuji
fosforylaci elF2a proteinu v jak infikovanych, tak neinfikovanych bunkach. V druhém
casovém intervalu nebyla sledovana Zadnd zména ve fosforylaci proteinu, kterd by byla

zpusobena slinami.
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Obr. 10: Vliv klistécich slin na fosforylaci proteinu elF2aq.

IRE-1 drdha

Vliv slin byl zkouman i v souvislosti se IRE-1 drahou UPR. Sestiih mRNA XBP1 byl
vyhodnocen celkem ze dvou experimentt, jejichZ priiméry jsou znazornéné na nasledujicim
obrazku (Obr. 11). Z grafu je patrné, Ze sestith mRNA nebyl detekovany v prvnim casovém
intervalu u skupiny neinfikovanych buné¢k a zarovei k jeho indukci nedoslo ani vlivem slin.
Samotné sliny zvysily miru sestfihu v ¢asovém intervalu 96 hpi, ale u infikovanych bunék
nedoslo v tomto intervalu k zadné zméne v sestiihu mRNA. Snizeni miry sestfihu vlivem slin
bylo pozorované v infikovanych buiikach v ¢asovém intervalu 24 hpi. Zadné pozorované

zmény vSak nejsou statisticky prikazné.
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Obr. 11: Vliv klistécich slin na sestiih mRNA XBP1.

4.3 VIliv Iristatinu na aktivaci UPR

Obdobné jako u analyzy vlivu slin na jednotlivé drahy UPR, byl analyzovan také vliv
Iristatinu, ktery je jednim ze znamych proteind obsazenym ve slinach klistéte. (Kotal et al.,
2019) Do experimentii byla také zahrnuta skupina neinfikovanych bunék preinkubovanych
s Iristatinem (vysl. kon. 6 uM), aby bylo mozné vyhodnotit, zda ma tento samotny klistéci
protein vliv na aktivaci jednotlivych drah UPR v PMJ2-R buiikéch. VSechna vyhodnoceni

kromé fosforylace elF2a jsou provedena ze dvou experimenta. Iristatin je v grafech ozna¢ovan

ATF-6 drdha

Pfi pohledu na nasledujici graf (Obr. 12) je patrné, Ze Iristatin nemél zadny vliv na expresi

genu BiP, a to vzadném z Casovych intervali. Vliv tohoto proteinu na expresi genu se

neprojevil ani v souvislosti s virovou infekei.
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Obr. 12: Vliv Iristatinu (G1) na expresi genu BiP.

gas [hpi] OO

Pii sledovani exprese BiP proteinu bylo zjisténo, ze Iristatin v ¢ase 24 hpi snizuje expresi
proteinu v neinfikovanych burkach, a to dokonce dokonce na polovi¢ni hodnotu v porovnani
s nestimulovanymi bunkami. VIiv Iristatinu v souvislosti s virovou infekci vSak v tomto

casovém intervalu prokézan nebyl (viz Obr. 13).

V Case 96 hpi byl pozorovan efekt Iristatinu na expresi proteinu jak v infikovanych bunkach,
tak v neinfikovanych. Stimulace bunék s Iristatinem vedla k dvojnasobnému zvySeni exprese
proteinu BiP. Ve virem infikovanych buiikach bylo vlivem lIristatinu pozorované snizeni

exprese tohoto proteinu (viz Obr. 13).
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Obr. 13: Vliv Iristatinu (G1) na expresi proteinu BiP.

PERK drdha
Vliv Iristatinu byl otestovan také v souvislosti s fosforylaci proteinu elF2a. Vysledky této
analyzy jsou ziskany pouze z jednoho experimentu. Diivodem pro vyfazeni vysledkti druhého

experimentu je pravdépodobné nesestripovani totdlniho proteinu z membranky.

Z grafu (Obr. 14) je patrné, ze vlivem Iristatinu doslo ke zvyseni fosforylace ve vsech
Casovych intervalech, a to jak u bunc€k neinfikovanych, tak infikovanych. Ukazalo se, Ze
samotny Iristatin je schopny vyvolat fosforylaci elF2a bez zavislosti na infekci. Nejvétsi vliv
Iristatinu byl zaznamenan v ¢as 96 hpi v neinfikovanych bunkach — fosforylace proteinu byla
zvySend 2,9-krat. V pfipad¢ infikovanych bunék doslo ke 2,4 nasobnému (24 hpi) a 1,45

nasobnému (96 hpi) zvySeni fosforylace.
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Obr. 14: Vliv Iristatinu (G1) na fosforylaci proteinu elF2a.

IRE-1 drdha
Z grafu (Obr. 15) je mozné usoudit, ze Iristatin neovliviiuje miru sestiihu mRNA

v infikovanych buiikach v zadném testovaném casovém intervalu.
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Obr. 15: Vliv Iristatinu (G1) na sestiih mRNA XBP1.

4.4 VIliv slin a Iristatinu na replikaci virové mRNA v infikovanych
buiikach

Pro zjisténi piipadné zmény exprese virové mRNA v jednotlivych skupinach byla provedena
gPCR. Kazda reakce byla provedena v duplikatech a exprese mRNA byla stanovena ve
vzorcich ze dvou experimentd. Skupin€ Hypr v obou casovych intervalech byla pfifazena

hodnota 1.

Vysledky této analyzy je mozné odeéist na nasledujicim grafu (Obr. 16). Vlivem slin byla
exprese virové mRNA v Case 24 hpi signifikantné snizend. V druhém ¢asovém intervalu nebyl
zjistén zadny prukazny rozdil v expresi mezi bunkami slinami stimulovanymi a buiikami bez

stimulace slinami. Vliv Iristatinu na expresi virové mRNA nebyl prokazan.
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Obr. 16: Vliv slin a Iristatinu (G1) na expresi virové mRNA.
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5 DISKUZE

Stres ER miize byt vyvolan fadou faktorti véetné virové infekce, béhem které dochazi k
aktivaci UPR za ucelem nastoleni opétovné homeostdzy v ER. UPR zmirfiuje ER stres
navySenim kapacity ER a indukei translace hostitelskych proteind, které se ucastni skladani
proteind. Timto mechanismem je ale zaroven také vytvareno optimalni prosttedi pro virovou
replikaci. Tato prace se zabyvala jednotlivymi drahami této stresové odpovédi (ATF-6, PERK
a IRE-1 draha) a jejich ovlivnénim klistécimi slinami a Iristatinem, ktery je ve slindch obsazen.
Iristatin byl nedavno identifikovan ve slinach klistéte I. ricinus jako inhibitor proteaz fadici se
do skupiny cystatint. U tohoto proteinu byly prokdzany protizanétlivé ti¢inky, ale jeho vliv na

UPR ve virem infikovanych bunkach dosud nebyl sledovan (Kotal et al., 2019).

Experimentalni prace byla rozdélena do tech dil¢ich ¢asti: mefeni aktivace UPR v buiikach
infikovanych TBEV, vliv slin na aktivaci UPR a vliv Iristatinu na aktivaci UPR v infikovanych
buiikach. Dale bylo také stanoveno mnoZzstvi virové RNA u Hyprem infikovanych bunégk,
bunck infikovanych se slinami, nebo infikovanych s Iristatinem. K experimentiim v této praci
byly pouzity PMJ2-R bunky, které¢ byly infikované virulentnim kmenem Hypr. Tato linie
mySich makrofagii byla zvolena zejména pro vysoké procento bunék dokazatelné
infikovanych pfii infekci kmenem Hypr, které bylo ovéfené pfechozimi experimenty v nasi

laboratofi (nepublikované data).
Hypr v infikovanych bunkach mirné aktivuje UPR v obou sledovanych c¢asovych intervalech

Prvnim dil¢im ukolem bylo zjistit, Ze UPR je aktivovana v buikéach infikovanych kmenem
Hypr. Za timto G¢elem byly bunky infikovany virem Hypr (MOI=2) a nasledné& byly ziskavany
vzorky v ¢asovych intervalech 24 hpi a 96 hpi. Vysledky naSich experimentii naznacuji, Ze
infekce PMJ2-R bunék kmenem Hypr mirn¢ indukuje aktivaci vSech téi vétvi UPR, a to ve

vSech sledovanych casovych intervalech.

Aktivace ATF-6 drahy nebyla méfena piimo testovanim aktivované formy ATF-6 ale nepiimo
stanovenim (ATF-6 zavislé) indukce genové exprese BiPu, a to na irovni mRNA 1 proteinu.
Pti sledovani exprese genu pro BiP bylo zjiSténo, Ze exprese je v obou intervalech oproti
kontrolnim neinfikovanym bunikdm signifikantné zvySend, z ¢eho se da usuzovat, ze virova
infekce zpusobuje stres na ER, ktery vede k aktivaci UPR. Indukce genové exprese - BIP je
spojovana zejména v souvislosti s aktivaci ATF-6 drahy (Zamarbide et al., 2013; Iranpour et
al., 2016; Turpin et al., 2020). Avsak k zvySeni exprese BiPu muze dojit i pfes aktivaci IRE-

1 dréhy. Proto nelze na zdklad¢ prezentovanych vysledkl s urcitosti fici, ze v Hyprem
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infikovanych bunkéch doslo k aktivaci ATF-6 vétve UPR. Pro potvrzeni ¢i naopak vyvraceni
skutecnosti, zda Hypr opravdu ATF-6 drahu aktivuje, je nezbytné provést detekci ATF-6. Pti
aktivaci této drahy dochézi k odstépeni N-terminalniho konce tohoto transkripéniho faktoru,
vznika aktivni fragment, ktery je pfemistén do jadra, kde se podili na regulaci transkripce UPR
gent (Haze et al., 1999). Pii stanoveni aktivace ATF-6 vétve UPR je proto nutné detekovat jiz
tuto aktivni formu ATF-6 faktoru, a to naptiklad metodou Western blot ¢i detekci ATF-6 v
jadie infikovanych buné€k. V laboratofi byla v minulosti méfena ATF-6 draha na PMJ2-R
bunkach infikovanych méné virulentnim kmenem Neudorfl, kdy doslo ke zvySeni mnozstvi
ATF-6 v infikovanych buiikéch, avsak aktivovana forma tohoto transkrip¢niho faktoru nebyla
detekovana (nepublikované data). Podobn¢, ATF-6 nebyl aktivovan virem LGTV v HEK293T
bunikach, i kdyz zvySena exprese proteinu BiP byla pozorovana (Lewy, 2020). Na druhou
stranu, experimenty Yu a kol. pfitomnost aktivniho faktoru ATF-6 prokazaly v bunkach Vero
E6 infikovanych kmenem K23 (kmen TBEV)(Yu et al., 2013). Zda se, ze typ UPR odpovédi

na ER stres zavisi na bunéném typu a viru.

Aktivace PERK drahy byla sledovéana prostfednictvim relativni fosforylace proteinu elF2a,
které se ukdzala v obou ¢asovych intervalech jako zvySend, proto je mozné uvazovat, ze PERK
draha byla ve virem infikovanych bunkach aktivovana. Obdobné byla fosforylace elF2a
detekovana v buiikach infikovanych virem DENV, a to v ¢ase 6-72 hpi (Umareddy et al.,
2007). Zvysenou fosforylaci elF20 zaznamenal (u DENV) také Pefia & Harris, av§ak pouze v
case 6 hpi (delsi casové intervaly nez 12 hpi zde nebyly sledovany) (Pefia & Harris, 2011).
Dale byla fosforylace elF2a zaznamenana u JEV (Wang et al., 2019) a i u TBEV (Albornoz
etal., 2014).

K fosforylaci elF2a v§ak muze dojit 1 ¢innosti jinych kindz — naptiklad protein kindzou R
(PKR), ktera je senzorem dsRNA v infikovanych buiikéch a je schopna fosforylace elF2a.
PKR se nachéazi zejména v cytosolu a v jadie bunky, kde v odpovédi na virovou infekci
fosforyluje elF2a a inhibuje tak translaci virové mRNA. Naproti tomu PERK kinaza se
nachazi v lumenu ER, kde je aktivovana akumulaci $patné sbalenych proteint (shrnuto v
Donelly et al., 2013). ProtoZe u flavivirti nebyla aktivace PKR pozorovana viibec nebo jen v
pozdgjsich casovych intervalech (Elbahesh et al., 2011; Tu et al., 2012), je velice
pravdépodobné, ze k fosforylaci elF2a doslo pravé diky aktivaci PERK vétve. Rozpoznanim
virové dsRNA dochazi v infikovanych bunkach také k produkci INF. V minulosti bylo
Vv laboratofi experimentaln¢ prokazano, ze v infikovanych makrofazich k produkci INF
nedochazi (nepublikovand data). Tato skutecnost piispiva k tvrzeni, Ze v infikovanych

buiikdch nebyla PKR kinaza aktivovéna.
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Stanoveni aktivace IRE-1 drahy bylo provedeno prostiednictvim detekce sestiihu mRNA
XBP1 na jeho aktivni formu XBP1s obdobné jako v jinych publikacich (Umareddy et al.,
2007; Shang, 2005). Bylo zjisténo, ze ve virem infikovanych bunikach dochazi k indukci
sestithu a vzniku XBP1s, ktera byla detekovand v obou Casovych intervalech. Tyto vysledky
se shoduji s Yu a kol., ktefi detekovali XBP1s v TBEV infikovanych buiikach v ¢asech 24 a
48 hpi (Yu et al., 2013). Obdobné byla aktivace IRE-1 drahy pozorovana i u DENV a JEV
(Yuetal., 2006).

Sestiih XBP1 souvisi s aktivaci ATF-6 drahy. Aktivovany transkrip¢ni faktor ATF-6 indukuje
v jadie genovou expresi XBP1, ktery nasledné podstupuje sestiih na aktivni formu pomoci
aktivované IRE-1 kinazy/endoribonukleazy (Bommiasamy et al., 2009). U nékterych
flavivirg, véetné¢ ZKV a LGTV, byla aktivace IRE-1 drahy rovnéz detekovana, avsak aktivace
ATF-6 drahy pozorovana nebyla (Lewy et al., 2020; Turpin et al., 2020). V této préci byla
aktivace ATF-6 drahy sledovana prostiednictvim detekce BiPu, ktera by méla byt potvrzena

jesté dalsi analyzou.

V casovém intervalu 96 hpi byl vlivem slin pozorovin pokles genové exprese BiP

V infikovanych bunkdch

V Casovém intervalu 24 hpi sliny vyznamné neovliviiovaly zadnou z UPR drah v infikovanych
bunkach. Pfi sledovani vlivu slin na expresi genu BiP Vv ¢ase 96 hpi bylo zjisténo, Ze sliny
maji rizny vliv na expresi BiPu v infikovanych a neinfikovanych bunikach. V infikovanych
buiikich sliny opakované, 1 kdyZ nesignifikantné expresi BiPu snizovaly. Pokud exprese
proteinu BiP reflektuje miru ER stresu, tak se da usuzovat, ze sliny zmirnuji bunéény stres
zjiStovano. BohuZel neni mozné tyto data porovnat s publikacemi, které by se vlivem slin na

UPR zaobiraly, protoZe zadné nebyly doposud publikovany.
Sliny ani Iristatin neovlivnily aktivaci IRE-1 v infikovanych burikdach

Provedené experimenty neukézaly, Ze by sliny nebo Iristatin mély né&jaky vliv na sestiih
MRNA XBP1, a to v zddném ze sledovanych ¢asovych intervali. Z toho vyplyva, ze sliny ani

Iristatin béhem virové infekce pravdépodobné neinterferuji s aktivaci IRE-1 dréhy.

Pritomnost slin mirné zvysovala fosforylaci elF2o. v infikovanych i neinfikovanych bunkach

V case 24 hpi

Zvysena fosforylace elF2a v souvislosti se slinami byla zjisténa v intervalu 24 hpi, a to jak v

buiikach infikovanych, tak neinfikovanych. Zda se, Ze sliny v €ase 24 hpi indukuji PERK
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dradhu UPR bez ohledu na to, zda jsou bunky virem infikovany. AvSak zjisténé zmény ve
fosforylaci proteinu nebyly signifikantni. Jak jiz bylo popsano vysSe, fosforylace elF2a
inhibuje translaci vétSiny mRNA vcetné té virové. (Kaufman, 2002) Inhibice proteinové
syntézy vlivem TBEV infekce byla nedavno popsana v meduloblastomové bunééné linii
(Selinger, 2019), Zajimava korelace PERK drahy s replikaci viru byla popsana i u WNV
(Ambrose & Mackenzie, 2010) a u viru Dengue (Pena & Harris, 2011): experimenty ukazaly,
ze v PERK-deficientnich bunikdch dochazi ke zvysSeni virové replikace. Jak je prezentovéano
V této praci, v Case 24 hpi sliny signifikantné snizily expresi virové mRNA. To znamena, Ze
sliny negativné ovlivnily replikaci viru. Proto se da spekulovat, zda k snizeni replikace viru
vlivem slin nedoslo zvySenim aktivace PERK drahy. Na zakladé téchto vysledka by se mohlo
predpokladat, ze sliny v bunikach aktivuji nezavisle na infekci PERK drahu UPR a omezuji
tak replikaci viru. K potvrzeni tohoto ptedpokladu je vSak nutné provést dalsi experimenty.
Také by mohl byt analyzovan vliv slin na ATF4, transkripcni faktor aktivujici protein
GADD?34, ktery se zprostiedkovava defosforylaci elF2a, diky které dochéazi k op&tovné
syntéze proteint (Novoa et al., 2001; Harding et al., 2009; Marciniak, 2004).

Oproti témto vysledkiim jiné prace uvadé¢ji, ze sliny replikaci viru zvySuji. Napiiklad pii
infekci dendritickych bunck izolovanych ze sleziny bylo vlivem slin pozorované zvySené
procento infikovanych bun¢k, a to u kmene Hypr i Neudorfl (Fialova et al., 2010). Pozitivni
vliv kliSt&cich slin na replikaci TBEV byl pozorovan in v myeloidnich dendritickych buiikach
derivovanych z kostni dien¢ (Lieskovska 2018). Oduivodnénim by mohla byt odlisna role
makrofagl a dendritickych bunék pti infekci TBEV.

Samotné sliny v neinfikovanych bunkach zvySovaly v pozdéjsim casovém intervalu 96 hpi

expresi BiPu

Sliny v neinfikovanych bunkach v ¢ase 96 hpi signifikantné zvysily expresi BiPu, a to jak na
urovni RNA, tak na Grovni proteinu. Tato zména v expresi BiPu pravdépodobné nemusi piimo
souviset s UPR a mohla by byt vysvétlena jeho proti-apoptotickymi ucinky, které byly

popsany zejména V souvislosti s nadorovymi buiikami (Pyrko et al., 2007).

V pritomnosti Iristatinu bylo v pozdéjsim intervalu detekovano v neinfikovanych bunkach

zvySené mnoZstvi proteinu BiP

Experimenty ukazaly, ze Iristatin nemél zadny vliv na expresi BiPu na Grovni RNA, avsak v
¢ase 96 hpi bylo ve virem infikovanych bunkéch detekovano snizené mnozstvi proteinu BiP.
V neinfikovanych bunkach Iristatin zvysoval mnozstvi detekovaného BiP proteinu, ale expresi

MRNA neovlivnil. Rozdil v expresi RNA a proteinu mize byt disledkem vlivu Iristatinu na
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post-translaéni upravy nebo degradaci. Uginek slin a Iristatinu na BiP je tedy podobny, oviem
v ptipade¢ slin je pozorovan na irovni mRNA, kdezto v piipadé Iristatinu dochazi ke zménam

na urovni proteinu.
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6 ZAVER
Vsechny tfi vétve UPR byly v Hyprem infikovanych PMJ2-R buiikach mirn¢ aktivovany
Vv obou sledovanych ¢asovych intervalech.

V Casovém intervalu 24 hpi sliny vyznamné neovlivnily zddnou z UPR drah v infikovanych

bunkach.

V Casovém intervalu 96 hpi byl v infikovanych buiikach vlivem slin opakované pozorovan

pokles genové exprese BiP ovSem bez statistické vyznamnosti.

Samotné sliny v neinfikovanych buiikach zvysovaly v pozdéj$im ¢asovém intervalu 96 hpi

genovou expresi BiPu (pozorovano na tirovni mRNA a proteinu).
Sliny ani Iristatin neovlivnily IRE-1 aktivaci v TBEV infikovanych bunkach.

Ptitomnost slin v infikovanych buiikdch i v neinfikovanych buiikdch mirn¢ zvySovala

fosforylaci elF2alfa ovSem bez statistické vyznamnosti.

V pritomnosti Iristatinu bylo v pozdé¢jsim intervalu detekovano v neinfikovanych buikach

zvySené mnozstvi proteinu BiP (na trovni mRNA nebyly pozorovany zZadne zmény).
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

+SSRNA  jednovlaknova RNA pozitivni polarity

ADP adenosindifostat
APS peroxodisiran amonny
ATF4 aktivacni faktor 4

ATF-6 transkripci aktivujici faktor 6

ATP adenosintrifosfat

BiP glukozu regulujici protein (GRP78)
BOFES bovinni fetalni sérum

bZIP bazicky leucinovy zip

cDNA komplementarni DNA

DENV virus dengue

DNA deoxyribonukleova kyselina

elF2a alfa podjednotka eukaryotického transla¢niho inicializa¢niho faktoru 2
ELFO elektroforéza

ER endoplazmatické retikulum

Gl Iristatin

GADD34  z angl. growth arrest and DNA demage-inducible protein 34

Hpi hodiny po infekci
HRP
HRP avidin-peroxidaza

CHOP z angl. C/EBP homologous protein

19G imunoglobulin tfidy G

IL interleukin

INF interferon

IRE-1 enzym 1 vyZadujici inositol

IS imunitni systém

ISG interferonem stimulované geny

JAK/STAT z angl. Janus kinase/signal transducer and activator of transcription
LGTV virus Langat

MRNA messenger RNA

ORF otevieny Cteci ramec (z angl. open reading frame)

PAMPs z angl. pathogen associated molecular patterns

PBS fosfatovy pufr, z angl. phosphate buffered saline
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PERK
PKR
prM
PRRs
RIDD
RIG-I
RLR
RNA
SAT
SDS
SGE
STAT
TBE
TBEV
TBS
TEMED
TLR
UPR
XBP1
XBP1s
XBP1u
ZKV

PKR-podobna kinaza, z angl. PKR-like kinese
protein kinaza R

prekurzor membranového proteinu M

z angl. pattern recognition receptors

z angl. regulated IRE-1 dependent decay

z angl. retinoic acid-inducible gene |

z angl.. rig-1 like receptors

ribonukleova kyselina

slinami asistovany pfenos

dodecylsiran sodny

extrakt slinnych zlaz

z angl. signal transducer and aktivator of transcription
klistova encefalitida (z angl. tick-borne encephalitis)

virus klist'ové encefalitidy (z angl. Tick-borne encephalitis virus)

z angl. tris-buffered saline
tetramethylethyldiamin
z angl. toll-like receptor

odpovéd’ na nesbalené proteiny, z angl. unfolded protein response

X-box vazajici protein 1

sestfizena forma mRNA XBP1, z angl. spliced XBP1
nesestiizena forma mRNA XBP1, z angl. unspliced XBP1

virus Zika
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