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Seznam zKkratek

Ab

CNS

DMEM

EEG

IVIg
KE

mADb
MOI
MRI
PBS
PCR
RT-PCR
SClg
VKE

ELISA

z angl. ,,antibody* (protilatka)

centralni nervova soustava

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

elektroencefalogram

imunoglobulin, imunoglobuliny

intravendzni imunoglobuliny

klistova encefalitida

monoklonalni protilatky z angl. ,,monoclonal antibodies*
multiplicita infekce z angl. ,,multiplicity of infection*

magnetickd rezonance

fosfatem pufrovany solny roztok z angl. ,,phosphate buffere saline*
polymeréazova fetézova reakce a angl. ,,polymerase chain reaction
reverzni transkriptdzova polymerazova fetézova reakce

subkutanni imunoglobuliny z angl. ,,subcutaneous immunoglobulin “
virus klistové encefalitidy

z angl. ,,Enzyme-Linked immunoSorbent Assay‘



Cizi pojmy
Abortivni formy nelplné rozvinuta forma onemocnéni

Alimentarni cesta oralni cesta (skrz dutinu Ustni)

Analgetické 1¢ky tlumici bolest

Antiflogistické I€ky protizanétlivé

Antigen latka vyvolavajici imunitni odpoveéd’
Antikoagulaéni protisrazlivy

Febrilni hore¢naty

Frontookcipitalni oblast ¢elni a tylni kosti

Hemoragie krvaceni

Inokulace naockovani

Intratekalni uvniti mozkovych plen

Myalgie svalova bolest

Okcipitalni tylni (kost tvofici zadni ¢ast lebky a ¢ast spodiny lebecni)
Prognoza predpovéd’ (pravdépodobny pribéh onemocnéni)
Progrese rozvoj

Somnolence ospalost

Stupor ztuhlost, strnulost

Subkutanni podkozni

Thymus brzlik



Cile prace

1. Vypracovat literarni reSerSi tykajici se problematiky 1écby klistové encefalitidy
s dirazem na protilatkovou terapii (virus neutralizacni protilatky, protilatkami

zesilena infekce, anti-NS1 protilatky)
2. Seznamit se s pripravou monoklonalnich protilatek

3. Otestovat rizné klony anti-NS1 protilatek v metod¢ nepfimé imunofluorescence,

nebo western blottingu pro vybrané flaviviry



1. Virus klistové encefalitidy

1.1 Uvod

Klistova encefalitida je zdvazné virové onemocnéni postihujici nervovou soustavu.
Onemocnéni je rozsifeno napti¢ zemeémi zapadni Evropy, vychodni Evropy az po Japonsko.
V zavislosti na zméné klimatickych podminek dochazi k signifikantni expanzi do zemi,
které do nedavna byly povazovany za zemé nakazy prosté (viz Obr.1) (Holding et Dowall,
2020).

Obr. 1: Vyskyt VKE napfi¢ Euroasijskym kontinentem. Evropsky subtyp KE je znazornén Cerveng,
ten se ve vychodni Evropé prekryva se subtypem Dalnovychodnim (modra barva). Na Britskych
ostrovech a Irsku je zdokumentovan vyskyt viru vrtivka (zelena barva), ktery je pribuzny VKE.
Taktéz virus Omské horecky (zlutd barva) patii k piibuznym vyse zminénych virG (pfevzato a
upraveno z Randolph et Rogers, 2006).

Puvodcem onemocnéni KE je arbovirus fadici se do Celedi Flaviviridae, rodu
Flavivirus. Viry rodu Flavivirus lIze rozlisit dle jejich pfenasect na viry, které jsou pfenaseny
bodavym hmyzem, jedna se napi. o virus zluté zimnice, virus dengue, virus horecky
zapadniho Nilu a virus japonské encefalitidy. Dale pak na flaviviry, které jsou prenaseny
prostiednictvim klist'at. Témito viry jsou virus Langat, virus vrtivky, ¢i pravé virus klistové

encefalitidy (VKE).



Spole¢nym rysem infekci VKE jsou zdroje a zaroven rezervoary viru, kterymi byvaji
obvykle zvifata. Pfednimi rezervoary jsou volné zijici mala zvirata — hlodavci, lisky, ptaci,
dale mezi domacimi zvifaty jsou to psi a menSinové zastoupeni tvoii hospodaiska zvifata
(kozy, ovce, skot) (Rizek et al., 2015). Clovék je v tomto ohledu &asto poslednim a tzv.
slepym ¢lankem procesu Sifeni nadkazy. Pro clovéka piedstavuje nejveétsi riziko nakazy
infikované klisté. Velmi ojedinélym piipadem pienosu viru je alimentarni cesta nasledkem
konzumace tepeln¢ neopracovaného mléka od infikovanych zvirat (kozy, kravy)

(Gopfertova et al., 2006).
1.2 Strukturaviru

Flaviviry jsou malé viry obalené lipidovym pouzdrem. Genomové vlakno RNA
koduje kromé 3 strukturnich proteinti také nékolik nestrukturnich proteinti (NS). Strukturni
proteiny, které se podili na samotné stavbé ¢astice, rozliSujeme na obalovy glykoprotein (E),
kapsidovy protein (C) a membranovy protein (M), vznikajici §tépenim z prekurzorového
proteinu prM. Proteiny, které zastavaji odlisné enzymatické funkce béhem virové infekce,
jsou nestrukturni proteiny. Genom VKE jich koduje celkem sedm a jsou oznacované jako
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5 (Lindenbach et Rice, 2003, Zhang, 2003,
Mandl et al., 1997).

1.2.1 Strukturni proteiny

Strukturni proteiny jsou nezbytné pro utvafeni virové ¢astice. Obalovy glykoprotein
E je nejvétsi komponentou. Predstavuje hlavni antigenni determinantu a cil pro neutraliza¢ni
protilatky (Rey et al., 1995, Ruzek et al., 2015). Membranovy protein M tvofi rozhrani mezi
proteinem C a E. Posiluje interakci E proteinu a pravdépodobné mu i zabranuje ve zméné
konformace dfive, nez se virus setka s prostfedim endozomu (Fiizik et al., 2018). Komplex
kapsidového proteinu C a virova mRNA utvaii nukleokapsidu Interakce proteinu C s mMRNA
se jevi jako rozhoduji pro produkci zivotaschopnych virovych ¢astic (Sotcheff, Routh, 2020,
Jones et al., 2003).

1.2.2 Nestrukturni proteiny

Béhem translace virové RNA dochazi k syntéze sedmi nestrukturnich proteind.
Z této skupiny proteinil je nasledujici ¢ast zamétena predev§im na NSI protein, ktery je
predmétem experimentalni prace a ke kterému se upird pozornost, jakozto k ndstroji

vyuzitelnému pro diagnostické ¢i terapeutické ucely.
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1.2.2.1 Protein NS1
1.2.2.1.1 Struktura

NS1 se vyskytuje v n€kolika rtiznych oligomerickych formach. Dimerni forma se
objevuje v membranach infikovanych bunék ¢i jejich cytoplazmé. Nicméné extracelularni
formy NS1 mohou byt i mnohem vétsi (napt. hexamerni forma) (Crooks et al., 1994,
Winkler et al., 1988). Ukazuje se, ze konformace proteinu se mize liSit mezi jednotlivymi
flaviviry. Urcité odliSnosti jsou patrny naptiklad mezi virem horecky zapadniho Nilu a
horeckou Dengue (Crooks et al., 1994, Winkler et al., 1988, Akey et al., 2014). Primarni
struktura proteinu je vysoce konzervovana. Studie prozatim byly schopny odhalit zna¢né
odlisné chemicko-fyzikalni vlastnosti intracelularniho a extracelularniho proteinu NS1

(Crooks et al., 1994).
1.2.2.1.2 Funkce

Piedpoklada se, Ze intracelularni NS1 je nezbytnym kofaktorem pro virovou
replikaci a morfogenezi virionu. Indukuje obrannou imunitni odpovéd’ organismu, do které
jsou zapojené¢ humoralni a bunééné sptazené mechanismy imunitniho systému. Protilatky
proti proteinu NS1 mohou vyvolat protektivni odpovéd” v organismu (Akey et al., 2014,
Schlesinger et al., 1990). Zaroven ovliviiuje tento protein aktivaci klicovych bunéénych
komponent uplatiyjicich se pii udrzeni vaskularni homeostaze — makrofagy a desti¢ky skrze
ptimou interakci s TLR4 (toll-like receptor 4). Aktivace makrofagli a mononuklearnich
bunék vede k sekreci prozanétlivych cytokind, aktivace desti¢ek zplisobi zvyseni jejich
agregace, adheze k endotelialnim bunikam a fagocytdzy ze strany makrofagi. Vysledkem
této aktivity je pifimé ovlivnéni sloZeni plazmy vedouci k trombocytopenii, popiipadé

hemoragii (Cervantes-Salazar et al., 2015).

1.2.2.1.3 Pritomnost v télnich tekutinach/organech

NS1 je spojovan pievazng¢ s intracelularnimi membranami. Rovnéz Ize jednotlivé frakce
NS1 nalézt sprazené s lipidovymi rafty na plazmatické membrané ¢i v cytoplazmé.
Sekretovanou formu NS1 (sNS1), Ize prokazat v krevnim séru (Akey et al., 2014, Alcala et
al., 2016). NS1 lze dobie detekovat v séru ¢i plazmé jiz 9.-12. den po projevu klinickych
ptiznakl. Sekretovana NSI indukuje produkci velkého mnozstvi specifickych protilatek

(Liu et al., 2016, Salat et al., 2020).
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1.2.2.2 Proteiny NS2 (NS2A, NS2B)

NS2A je maly, hydrofobni protein vznikajici nasledkem S$tépeni polyproteinového
vlakna nezndmou hostitelskou proteazou. Patii mezi nejméné prozkoumané nestrukturni
proteiny. Prozatim se mu pfisuzuje n¢kolik funkci, napf. antagonismus imunitni odpovédi
hostitele (interferonova odpovéd’), soucast syntézy virové RNA a dale napi. uloha béhem
samotného formovani virionu (Xie et al., 2013). Funkce NS2B uzce souvisi S nestrukturnim
proteinem NS3. Kooperace téchto nestrukturnich proteinti ovliviiuje protedzovou aktivitu
viru. Rovnéz bylo pozorovano, ze NS2B je vyzadovan pro $tépeni NS4/NS5 in vitro (Falgout
etal., 1991).

1.2.2.3 Protein NS3

Zastupce nestrukturnich proteinli, ktery ma riznorodou enzymatickou aktivitu a
interaguje s dal§imi nestrukturnimi proteiny. SlouZi jako proteaza a helikaza. V kooperaci
s NS5 proteinem zajistuje veskeré enzymatické déje kolem replikace flavivirové RNA. Rada
studii taktéz poukazuje, Ze funkce NS3 proteinu saha i mimo replika¢ni komplex (Diosa-

Toro et al., 2020).
1.2.2.4 Proteiny NS4 (NS4A, NS4B)

Skupina NS4 proteinil patii mezi ty, u kterych rovnéz neni detailn¢ popséna jejich
funkce. Odhaduje se, Ze oba proteiny, NS4A i NS4B, ovliviuji replika¢ni komplex (Yang et
al., 2020).

1.2.2.5 Protein NS5

Protein NS5 je nejvétsim a nejvice konzervovanym ze vSech nestrukturnich virovych
proteini. Vykonava tii zasadni ulohy béhem Zivotniho cyklu viru: replikaci genomu viru
(RNA-dependentni RNA polymeraza a methyltransferaza), supresi interferonu a zda se, ze

by mohl hrat ur¢itou roli i v procesu modulace aktivity buné¢ného spliceosomu (Best, 2017).
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2 Klinicky obraz

Pribéh onemocnéni KE je ovliviiovan nékolika faktory. Znatelné rozdily jsou
pozorovany u jednotlivych subtypt viri KE. Neni vSak zcela jasné, zda se nejednd pouze o
odlisné vlastnosti na urovni jednotlivych kmenii. Klistova encefalitida postihuje vsechny
vekové kategorie, mnohem castéji se projevuje u dospélych a starSich vékovych skupin.
Krom¢ subtypti miize byt pritb¢h KE ovliviiovan i infek¢ni davkou viru, kterd pronika do
organismu, dale pak v€kem, pohlavim, aktualnim zdravotnim stavem ¢i genotypem hostitele

(Razek et al., 2015).

Inkubaéni doba (od infekce k prvnim projeviim nemoci) se pohybuje v rozmezi 4-28
dni, primérné vsak trva 8 dni. Dlouhou inkubaéni dobu u nékterych pacientt lze vysvétlit
nezpozorovanim prvotnich pfiznaki béhem prvni faze nemoci (nespecificky charakter
ptiznakil), nebo opominutim ptiznakt pii sdélovani anamnézy svému oSetfujicimu lékafi.
V takovychto ptipadech je pacient nejcastéji 1écen az v poCatku druhé faze onemocnéni,

béhem hospitalizace (Rizek et al., 2015, Girl et al., 2020).
2.1 Prvnifaze onemocnéni

Po uplynuti inkuba¢ni doby dochézi k projeviim prvni faze onemocnéni, tzv. faze
viremické. Tato faze trva piiblizné 2—8 dni a vyznacuje se nespecifickymi pfiznaky, které
jsou obdobné chiipkovému onemocnéni (mirn€ zvysena teplota, bolesti hlavy a svalfi, navaly
nevolnosti, celkova unava). Po pfiblizné tydennim obdobi, kdy ptiznaky odezni, se mize

dostavit druha faze (ptiblizné jedna tietina pacientt) (Gopfertova et al., 2006).
2.2 Druha faze onemocnéni

Druhd faze onemocnéni je doprovazena =zvySujici se teplotou téla,
kterd muze dosahovat az 40" C. Celkové ptiznaky mohou byt nevyrazné, dominujici je viak
postizeni CNS. Virus prostupuje pies hematoencefalickou bariéru a napada centra nervové
soustavy. Klinické ptiznaky se béhem této faze onemocnéni odvijeji od lokalizace viru
v CNS. Virus zasahuje rizné oblasti mozku, pfedevs§im oblast leptomening a Sedé hmoty, se
zavaznymi piiznaky je spojeno postiZzeni center prodlouzené michy, mozkového kmene,
bazélnich ganglii, moze&ku, kréni michy a mi$nich kotenti. Casté je postiZeni vice nervovych

struktur soucasné¢ (Ruzek et al., 2015).

13



3 Diagnostické metody

Zakladem stanoveni pfesné diagndzy jsou laboratorni vySetfeni, jelikoZ anamnéza a
klinické ptiznaky nejsou u tohoto onemocnéni dostatecné specifické pro jednoznacné
stanoveni KE. Z hlediska anamnestickych dat mohou ke vcasné diagnostice piispét
informace, zda pacient pobyval v endemickych oblastech s vyskytem KE, nebo nalez
prisatého klistéte v poslednich Ctyfech tydnech. Tyto udaje jsou vsak pouze dopliujicimi

informacemi (Studahl et al., 2013, Ruzek et al., 2015).
3.1 Sérologicka diagnostika
3.1.1 Stanoveni hladin protilatek

V soucasné dob¢ je pro diagnostickou praxi vyuZzivana néktera z modifikaci testu
ELISA (z angl. ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“). Standardné jsou testovany
protilatky ttid IgM a IgG v krevnim séru (Girl et al., 2020). Tyto protilatky jsou obvykle
snadno detekovatelné jiz na pocatku druhé fadze onemocnéni, kdy dochéazi k rapidnimu
vzristu titru protilatek v séru nebo cerebrospindlni tekutin€é. Z pohledu ¢asného zachytu
onemocnéni lze uplatnit modifikaci ELISA testu zamétfenou na prikaz protilatek proti NS1
proteinu pro identifikaci KE zaroven i v odliSeni specifickych protilatek, indukovanych
pfitomnosti viru v téle pacienta od protilatek, které vznikly nasledkem vakcinace (Albinsson
et al., 2020, Girl et al., 2020). Avsak, pfitomnost protilatek proti NS1 proteinu nemusi byt
pouze u pacientd, ktefi prodé¢lali infekci. Protilatky proti nestrukturnimu proteinu si mohou
vytvofit i vakcinovani jedinci. Vakciny, které jsou schvaleny pro vakcinaci na izemi Evropy,
obsahuji nejenom virovou ¢astici, ale i nestrukturni protein NS1. Nasledkem ¢ehoz mize

byt podminéna protilatkova odpoveéd’ proti tomuto proteinu (Salat et al., 2020).

Laboratorni nalez je ovéfovan opétovnym testovanim v odstupu minimalné jednoho
tydne. Nalez se rovnéz ovétuje, pokud je hladina protilatek nezvykle nizka. Piekazkou ve
stanoveni KE mize byt zkfiZzena reaktivita protilatek (protilatky vzniklé pii predeslé infekci
jinym flavivirem). Dalsi uskali pfedstavuji vakcinovani pacienti (Albinsson et al., 2020).
Rovnéz rekonvalescentni pacienti po flavivirové infekci (pf. WNV, ZKV) mohou pii infekci
odlisnym flavivirem vykazovat zkiizenou reaktivitu protilatek (Puchhammer-Stockl et al.,
1995, Sonnenberg et al., 2004). Pro potvrzeni onemocnéni lze vyuzivat Komercéné
dostupnych testovacich souprav, které jsou zalozeny na detekci specifickych protilatek proti

celému viru KE, a pfedevsim proti strukturnimu proteinu E.
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Nicméné, bylo odhaleno, ze riziko zktizené reaktivity v piipadé specifickych
protilatek proti NS1 je vyrazné€ nizs$i nez u komeréné dostupnych testii , které se zamétuji na
cely virus. Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni tohoto zjisténi se zaklada na niz§i homologii
mezi flavivirovymi NS1 proteiny v porovnani napf. s flavivirovym proteinem E (Holzmann,

2003, Girl et al., 2020).

Nejednoznacné vysledky testli jsou Vzriistajicim problémem piedevSim na tzemi
dalsi zastupci flavivirt, napt. virus dengue, virus Zluté zimnice, virus horecky zapadniho

Nilu a dalsi (Holzmann, 2003).

Vysoce specificky test, ktery navic testuje skuteCny stav imunity, je virus
neutralizaéni (pfipadné plak redukéni) test. Tento test se provadi s zivym virem na
tkanovych kulturach. Hodnoti se schopnost séra inaktivovat virus. Nevyhodou tohoto testu
je jeho technickd narocnost, vysoké poZzadavky na zabezpeceni persondlu i prostor, ve
kterém se s virem pracuje. Naopak pfednost tohoto testu tkvi v jeho vysoké specifite, protoze
je to jediny test, ktery neni ovlivnén podobnosti viru klistové encefalitidy s nékterymi

dalsimi flaviviry. Testy jsou provadény vétSinou az v druhé fazi onemocnéni.

Pti stanovovani diagnozy se berou v uvahu vysledky vSech provedenych vySetieni,
u nejasné kazuistiky se prvotni vysledky ovétuji odbérem dalsich vzorkt v odstupu 7 — 14
dnt. Proto musi byt vyrazny nartist TBEV — specifickych protilatek v séru pacienta béhem
dvou tydnli, nebo musi byt vysledek potvrzen virus neutraliza¢nim testem, ktery je vysoce

specificky (Holzmann, 2003).
3.2 Molekularné-biologicka diagnostika
3.2.1 RT-PCR

V piipadé casného podezieni na onemocnéni KE (b&hem prvni faze) je mozné z krve
izolovat nukleové kyseliny viru a nasledné je prokazat pomoci reverzné transkriptazové PCR
(RT-PCR) (Albinsson et al., 2020). Viremie se vyskytuje pouze nékolik dnii v prvni fazi
onemocnéni. Ve druhé fazi (obdobi neuroinfekce) lze RT-PCR vyuzit pro detekci viru

Vv cerebrospinalni tekutiné se sniZzenou citlivosti (Holzmann, 2003, Gritsun et al., 2003).
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4 Imunoterapie

Terapie pomoci protilatek se stala nepostradatelnou soucasti klinické praxe. Aplikace
protilatek ma Siroké vyuziti pocinajici lécbou zanétlivych stavl, imunodeficitnich
onemocnéni, rakoviny, kardiovaskuldrnich onemocnéni, metabolickych poruch az po
indikaci imunoglobulinti pfi transplantacich pro potlaceni rizika odmitnuti transplantatu.
Cilem terapie zaloZené na vyuziti protilatek je eliminace, neutralizace patogenti nebo pirimy

ucinek namifeny vuci ptivodci (Brekke et Sandlie, 2003, Maleki et al., 2013).
Imunoglobuliny

Imunoglobuliny (Ig) jsou glykoproteinové molekuly produkované plazmatickymi
bunkami odvozenymi od B lymfocyt po stimulaci specifickym antigenem. Nachazime je

Vv krevnim séru, tkanovém moku a dal$ich organech (Shaz, Hillyer et Gil, 2019).

Skladaji se ze dvou strukturnich jednotek, tzv. lehkého a tézkého fetézce. Tézky
fetézec je slozen z variabilni domény a konstantnich domén. Lehky fetézec ma pouze jednu
variabilni a jednu konstantni doménu. Variabilni oblasti protilatek se uplatituji pfi
rozpoznavani patogenu. Protilatky disponuji oblasti, ktera interaguje s antigenem (paratop).
Paratopy jsou pro danou protilatku specifické, a proto interaguji pouze s antigenem, ktery

tomuto ,,mistu* odpovida (Maverakis et al., 2015).

Na zakladé odlisnosti v Fc regionu (tézkych fetézcli) jsou protilatky ¢lenény do péti
izotypu: IgM, IgG, IgA, IgE a IgD. Z téchto izotypli maji nejvétsi potencial pro imunoterapii
protilatky 1gG. Imunoglobuliny tfidy G tvofi 70-80 % vsSech protilatek, vynikaji svoji
dlouhou zivotnosti v organismu a jsou schopny prostupovat do extravaskularniho prostoru

(Maverakis et al., 2015).
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4.1 Polyklonalni protilatky

Polyklonélni protilatky jsou charakterizovany svoji heterogenitou. Tvoii smés
nékolika imunoglobulini, které kombinuji riznou afinitu a specifitu K riznym epitopiim
jednoho antigenu, ktery indukuje jejich produkci. Nejsou tak populaci imunoglobulini, které

by mély identické aminokyselinové sekvence.
4.1.1 Terapeutické vyuziti

Podavani humannich imunoglobulinii (Ig) je 1écebnym postupem Siroce pouzivanym
pro pacienty trpici primarni ¢i sekundarni imunodeficienci, neurologickymi poruchami,
nemocemi krevniho systému, rakovinami nebo autoimunitnimi onemocnénimi (Imbach et
al., 1981).

Imunoglobulinové preparaty jsou koncentraty sloucenych polyspecifickych
imunoglobulint ziskanych od zdravych darct. Na pFitomnost jednotlivych imunoglobulinti
ma vliv populace darcu a prostiedi, ve kterém ziji. V zavislosti na téchto faktorech lze
predpokladat, Ze budou obsahovat soubor protilatek riznych specifit proti Sirokému spektru
infek¢nich agens (virovych, bakteridlnich a dalSich), vlastni antigeny a protilatky proti
idiotypu (Barahona Afonso et Jodo, 2016). Zastoupeni jednotlivych tiid pfiblizné odpovida
lidské plazmé. Prevahu maji protilatky 19G, v men$im mnoZstvi jsou ptfitomny IgA, IgM a
stopové prvky (cukry, aminokyseliny), véetné stabilizac¢nich latek (Barahona Afonso et
Jodo, 2016).

V praxi se setkavame s preparaty dvojiho typu. Lékaii mohou volit mezi aplikaci
intravendznich imunoglobulini (IVIg) nebo subkutdnnich imunoglobulini (SClIg).
Intravenozni aplikace se voli nejcastéji u akutnéjsich stavii, kdy je nutno dodat vyssi davky
(Stangel et Pul, 2006). Dale u starsich pacientt ¢i pacientu, ktefi si injekéni davku nezvladaji
podat sami. Subkutanni aplikace ma vyhodu pfedevSim v jednoduché aplikaci. (Chérin et
Cabane, 2010). Presny mechanismus, kterym IVIg/SCIlg tc¢inkuji, nebyl doposud popsan,
nicméné klinické studie a laboratorni modely ukézaly signifikantni efekt imunoglobulinti
béhem lécby imunitnich onemocnéni (Obr. 2). Dulezité vsak je, ze jeden ¢i vice mechanismut
ucinku, kterymi preparaty disponuji, S& mohou soucasné uplatiiovat v 1écbé Siroké Skaly
onemocnéni. Zaroven vSak neimérnd imunitni odpovéd miiZze vyvolat zdvazné poSkozeni

CNS (Stangel et Pul, 2006, Chen et al., 2019).
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Obr. 2: Struény ptehled Géinkd, kterymi disponuji imunoglobulinové preparaty. Rozdéleni G¢inkd na
mechanismy, které ovliviiuji zanétlivé procesy, a mechanismy, jez se uplatiiuji pii formovani
imunitni odpovédi. Nekteré z ucinkt zasahuji do obou sfér.

4.1.2 Imunoglobulinova lé¢ba klist’ové encefalitidy

J 4 4

Pouziti specifickych imunoglobulinti pfinds$i nespornd pozitiva i v ptipadé 1&cby
klistové encefalitidy. Zaroven zde existuji vazné obavy z vedlejsich uc¢inkd, které se mohou
u pacientd projevit. Krom¢ zmifiovanych u¢inkt mirného razu (bolesti hlavy, nevolnost) i
zavaznd rizika jako je fenomén znamy jako protilatkami zesilena infektivita (,,antibody
dependent enhancement — ADE®) (viz str. 24). K aplikaci Ig preparati se piistupuje taktéz

odlisné v riznych regionech vyskytu nakazy.

Na tGzemi Ruské federace se imunoglobulinové preparaty pouzivaji pro pasivni
imunizace, postexpozi¢ni profylaxi a z ¢asti i pfimo terapii KE. V zemich Evropské unie
v§ak pietrvavaji obavy ze vzniku ADE po podani IVIg, proto se preparaty podavaji
pfedevS§im pacientim ve velmi zavazném stavu nebo t€ém, u kterych neni alternativni
moznost 1€¢by. Lécba vSak nemusi byt vzdy tspéSna. Dostupna literatura sice doklada ptipad
pacienta s tézkou formou KE, kterému se po 1é¢bé vysokymi davkami IVIg vyrazné zlepsil
pribéh KE, taktéz ale Ize nalézt mnoho pfipadi S vyrazné odliSnymi vysledky lécby.
Odlisnost preparatu IVIg neni pouze mezi jednotlivymi vyrobci, ale objevuji se i odliSnosti
mezi jednotlivymi Sarzemi 1ék stejného vyrobce (Rizek, Dobler et Niller, 2013, (Elsterova
etal., 2017).
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Protoze jsou preparaty ptipravovany z plazmy a krve darcti, u kterych mohou byt
ptitomny protilatky proti VKE, mohou se tak tyto specifické protilatky dostavat do
vysledného preparatu. Odlisnost v jednotlivych Sarzich preparati IVIg v Ceské republice
byla potvrzena analyzou, ktera odhalila pfitomnost vysokych koncentraci protilatek
neutralizujici virus KE v urcitych Sarzich, zatimco jiné Sarze stejného preparatu tyto
protilatky neobsahovaly. V provedenych testech na laboratornich zvitatech bylo prokazano,
7e na prub¢&h onemocnéni ma vliv zejména pritomnost specifickych protilatek nez samotné

imunomodula¢ni uc¢inky IVIg (Ruzek, Dobler et Niller, 2013, Elsterova et al., 2017).

I presto, ze imunoglobulinové preparaty (dnes jiz ¢tvrté generace) zarucuji vysoké
standardy, co se tyCe kvality a tolerability, mohou se pti 1é€b¢ objevit vedlejsi nezadouci
ucinky. Vedlejsi u¢inky jsou pomérné vzacné a nejéastéji mirného razu, avsak jsou
zaznamenany i piipady s vaznymi vedlej$imi G¢inky po podani preparati (viz str. 25)

(Chérin et Cabane, 2010).
4.2 Monoklonalni protilatky

Naproti tomu monoklonalni protilatky (mAb) jsou identické kopie imunoglobulinové
molekuly s identickou primarni strukturou, identickou specificitou a efektorovou funkeci.
Vznikaji jako produkty jednoho klonu plazmatické bunky. Tyto protilatky jsou uplatiiovany
predev§im v biomedicinském vyzkumu k identifikaci, analyze nebo ke kvantifikaci
konkrétnich antigent, na které jsou namifeny (viz Obr. 3). Tento typ protilatek mtze byt

produkovan proti jakémukoliv epitopu na antigenu ¢i imunogenu (Chaigne et Watier, 2017).

Taktéz je lze vyuZivat k detekci, purifikaci a charakterizaci sledované latky
v biomedicinském vyzkumu. Monoklonélnich protilatek je v dneSni dobé na trhu Siroka
Skala a objevuji se nové technologie jejich produkce (napi. amplifikace B bunék, kultivacni
metody). Stejné tak jako hybridomova technologie (viz str. 21), i tyto nové metody maji své
vyhody i nevyhody. Pfesto je hybridomova technologie stile nejvyuZzivangjSim zptisobem,

jak monoklonalni protilatky ziskat (Gura, 2002, Wootla, Denic et Rodriguez, 2014).
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4.2.1 Terapeutické vyuziti

Lécba monoklondlnimi protildtkami je formou imunoterapie, kterd vyuziva
monospecifické vazby monoklonalnich Ab na cilové proteiny nebo jiné bunééné struktury,
které rozpoznavaji jako antigeny. Monoklonalni protilatka pfi reakci s makromolekulou
muze zpusobit neutralizaci jejiho biologického ucinku, nebo muze vést k aktivaci
komplementového systému a k likvidaci bunky, k indukci apoptdzy nebo ke spusténi dalsich
kaskad, vedoucich k likvidaci ¢i modifikaci cilové struktury (Chaigne et Watier, 2017). Ve
srovnani s preparaty IVIg vykazuji monoklonalni Ab mensi riziko pro pacienty z hlediska
vedlejsich ucinkt 1é¢by. Proto maji velky terapeuticky potencial prave pii 1écbe infekEnich
virovych onemocnéni, jako je KE, kdy hrozi vznik zavaznych stavi (viz str. 25). Kromé
zacileni 1éCiva proti pivodci onemocnéni lze pouzivat monoklonalni Ab i pfi modulaci
imunitni odpovédi. Skrze né lze ovliviiovat zanétlivé stavy, které v té€le probihaji jako
odpovéd’ imunitniho systému na ptitomny patogen (Brekke et Sandlie, 2003, Parren et
Burton, 2001).

4.2.2 Hybridomova technologie
4.2.2.1 Historie

Prvni monoklondlni protilatky, které byly pfipravované z mysi, se zpocatku setkaly
s neuspéchem. Lidské télo protilatky povazovalo za cizorodé a odmitalo je. Postupem Casu
se v8ak podafilo vytvofit humanizované protilatky. Humanizované protilatky byly vyvinuty
zaménou mysSich hypervariabilnich oblasti imunoglobulinu za konstantni oblasti humanni
protilatky (Gura, 2002). Pielom nastal v 1été roku 1973, kdy George Kohler a César Milstein
publikovali metodu k vytvofeni velkého mnozstvi mySich monoklonalnich protilatek
(mADbs) s piedem definovanou specificitou (Kohler, G. et Milstein, C. 1975, Leavy, 2016).

4.2.2.2 Hybridomy

Zpocatku byla hybridomova technologie limitovdna pouze mySimi antigeny, ale
postupnym rozvojem metody zacaly pribyvat mAb proti antigentim dalSich druht zvifat,
napf. krali¢i, kuteci, kozi, ovéi atd. Nakonec se objevily i humanni monoklonalni protilatky.
Na uspéSnosti vzniku hybridomu se podili nékolik kli¢ovych faktori. Ptitomnost
homologniho proteinu v imunizovaném zvifeti, shoda partnera pro fizi, mnozstvi proteinu

nebo antigenu pii imunizaci a dalsi (A. Glukhova et al., 2016).
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V dnesni dobé jsou stale preferované humanizované mAb, které diky strukturalni
podobnosti s humannimi protilatkami dokéaze lidské télo uspésné piijimat. Nejucinnéjsi mAb
jsou pro ¢lovéka humanni mAb. Nicméné, vyuziti téchto mAb v 1écbé je znacné limitovano
samotnou technologii ptipravy. Nedostupnost kompatibilniho partnera k fuzi limituje
produkci plné¢ humannich hybridomti a mAb, vétsina dostupnych partnert k fuzi B bun¢k
tedy pochazi z hlodavcu (A. Glukhova et al., 2016, Gorny et al., 1993).
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Obr. 3: Zjednodusené schéma typi monoklonalnich protilatek a jejich vyuziti v oblasti
biomedicinského vyzkumu a mediciny. Zatimco pln¢ murinni mAb pochazi jednodruhu (mys),
chimerizované mAb jsou jiz vyrobeny fuzi variabilni oblasti zjednoho druhu (napf. mys)
S konstantnimi oblasti z jiného druhy (napf. c¢lovék). Humanizované protilatky prochazeji
z nehumannich druhti (napf. mys), ale proteinové sekvence téchto Ab byly modifikovany, aby se
zvysila jejich podobnost s pln€¢ huménnimi protilatkami.

4.2.2.3 Princip metody

Prvnim krokem jsou optimalizace specifického imunogenniho antigenu, ktery je
nasledné zvifeti opakované aplikovan v rozmezi n¢kolika tydni (viz Obr. 4). Ze zvifete je
po uplynulé dobé odebrano sérum a zjistovana reaktivita a specifita sérovych protilatek vici
imuniza¢nimu antigenu. Ze zvitat s prokazateln¢ vysokymi titry vazebnych protilatek je
odebrana slezina, ze které jsou separovany splenocyty. Splenocyty jsou fuzovany
s imortalizovanymi myelomovymi buiitkami. Flzované builky jsou néasledné selektovany
v HAT mediu (hypoxanthine-aminopterin-thymidine). Myelomové buiky jsou vysoce
vnimavé k HAT médiu. Béhem tohoto kroku pfeZiji pouze hybridomy, nezfizované B buiiky
V. HAT médiu umiraji kvali jejich kratké Zivotnosti. Hybridomy déale prochazeji

screeningem, ktery vyselektuje pouze hybridomy, které produkuji poZadované protilatky.
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Obr. 4: Zjednodusené schéma hybridomové technologie. Vpraveni antigenu do mys$i (zde znazornén
NS1 antigen studovany v této praci). Dale fze, ze které vznika hybridom. Separace a nasledna
selekce hybridomi. Vybrané hybridomy jsou poté kultivovany a z jejich supernatantu odebirany
vysledné monoklonalni protilatky (pfevzato a upraveno z Abbas et al., 2015).

4.2.3 Imortalizované B lymfocyty

Sifeni novych patogenti ptedstavuje trvalou hrozbu pro lidské zdravi. V diisledku toho
se objevuji nové metody, které umoznuji produkci vysoce specifickych mAb v relativné
imortalizaci B bunék virem Epstein-Barrové (Steinitz et al., 1977). B lymfocyty jsou ziskany
od rekonvalescentniho darce z periferni krve, nasledné jsou zni izolovany samotné B

lymfocyty.

Tato metoda vSak ma nizkou téinnost. Pii modifikaci této metody, ktera zahrnuje
pfidani polyklonalniho aktivatoru B bunck Ize dosahnout vysoce ucinnych kloni B
lymfocytl produkujici neutraliza¢ni protilatky. ProtoZe pamétové B lymfocyty mohou v téle
pretrvavat i desetileti, miize byt rekonvalescent kdykoliv dotazovan pro ptipadné darcovstvi,
pricemz jedinym limitujicim faktorem je celkovy pocet bunék, které je tieba vySetfit, aby

bylo mozné ziskat dostatek specificit (Traggiai et al., 2004).

4.2.4 Technologie fagového displeje

Vyvoj knihoven fagového displeje protilatek predstavuje alternativni techniku k
tradi¢ni hybridomové technologii. Zahrnuji izolaci mAb plné odvozenych od ¢lovéka z
velkych repertoarti gent Ig zobrazenych na povrchu bakteriofagti (Winter et Milstein, 1991).
Fagovy displej je vSestranna technologie vybéru in vitro, kterou lze pouzit k ziskani vysoce

afinitnich protilatek specifickych pro Sirokou S$kalu antigent (Griffiths et al., 1994).
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Technologie fagového displeje protilatky je univerzalni, reprodukovatelnd a funkéni
technologie, kterou 1ze pouzit k izolaci kandidatt protilatek pro etné indikace onemocnéni.
| kdyZ je to nejb€znéjsi a dobie zavedena forma zobrazovacich technologii, tspéch izolace
uziteCnych protilatek je vysoce zavisly na kvalité a povaze cilového antigenu pouzitého pfi
biopanningu a velikosti a kvalit¢ knihovny. Biopanning (viz. Obr. 5) je postup vybéru
vazebnych partnerti z knihoven fagového displeje. Afinitné fizenym selekénim postupem
jsou specificka pojiva proti vybranému agens obohacovana o fagové ¢astice béhem nékolika
po sob¢ jdoucich cyklu (Ganten et Ruckpaul, 2006). Provedenim bunééného biopanningu
1ze displej protilatkového faga pouzit k identifikaci novych bunéénych biomarkert, k izolaci
protilatek, které mohou rozliSovat mezi riznymi antigennimi epitopy a konformacemi, nebo

k identifikaci protilatek proti antigentim, které nejsou k dispozici v ¢isté form¢e (Alfaleh et

al., 2020).
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Obr. 5: Béhem procesu biopanningu dochazi nejprve kizolaci fragmentl protilatky z knihoven
protilatkovych gend. Béhem inkubace protilatek s imobilizovanym antigen, ktery je piipevnén na
pevném nosici, dochazi k selekci protilatek schopnych se navazat na antigen za predem definovanych
podminek (teplota, pH, atd..). Protilatkové fagy se slabymi vazbami jsou odmyty béhem intenzivniho
promyvani. Specificky se vazajici protilatkové fagy jsou uvolnény z nosiée (trypsinem nebo zménou
pH), reamplifikovany infekci E. coli. Cyklus se nékolikrat opakuje. Poté jsou rozpustné fragmenty
monoklonalnich protilatek ¢i protilatkovych fagh analyzovany ELISA testem pro identifikaci
jednotlivych vazebnych mist (pfevzato a upravno z Schirrmann et al., 2011).
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4.25 Plazmidova transfekce

Rovnéz metoda plazmidové trasfekce nabizi moznost produkce vysoce afinitnich
protilatek. Vyuziva pro tento ucel plazmidy. Ty dokazi replikovat hostitelovu DNA.
Plazmidy jsou pfitomny v mikroorganismech jako je napf. bakterie E-coli. Pomoci
bioinZenyrskych metod muze byt cizi DNA vloZena piimo do téchto bunék nebo miize byt
provedena zaména gent ptimo ve vlaknu plazmidu, které ma byt exprimovano. Enzymatické
procesy béhem replikace vlakna vedou k tvorbé nového viakna mMRNA, obsahujici sledované
geny, které byly uméle vlozeny. Nejprve je vSak nutné identifikovat pozadované geny (Vviz
Obr. 6). K tomu je zapotiebi nejprve klonovani pamét'ovych B lymfocytt. Poté jsou vybrany
pouze antigen-specifické klony pamétovych bunék. Pro kazdou z téchto bunék je pomoci
reverzni transkripce generovana CDNA. Nasleduje amplifikace cDNA pro lehky a tézky
fetézec. Produkty PCR se poté piecisti a sekvenuji. Sekvence, které jsou neproduktivni,
s ptedcasnymi kodony, nebo u kterych nebylo mozné identifikovat odpovidajici sekvenci
lehkého nebo tézkého fetézce jsou vylouceny. Dal§im krokem je jiz rekombinace produktt
PCR s expresnim vektorem. Vysledné plazmidy, které vznikly klonovanim, 1ze vyuzivat pro
produkci protilatek. Protilatky jsou v kone¢né fazi precistovany (von Boehmer et al., 2016,
Robbiani et al., 2017).
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Obr. 6: Schematické znazornéni metody plazmidové transfekce. Na schématu je znazornéno jiz
izolovana sekvence, které je nasledné vkladana do plazmidu, ktery tuto informaci nadale
exprimuje. Takto 1ze docilit zvySeni vytéznosti mA nebo pozmeénit isotyp mAb. Vysledné mAb
jsou purifikovan (ptfevzato a upraveno z InvivoGen,2020).
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4.3 Rizika imunoterapie

| kdyz terapie pomoci imunoglobulini vykazuje uspokojivé vysledky u vétSiny
pacientt s KE, objevuji se jednotlivé piipady, kdy indikace imunoglobulinii naopak zhorsila
stav pacienta. Pokud se vedlejsi ucinky dostavi, jsou vétSinou mirného razu (shrnuti na Obr.
7). Taktéz lze tyto priznaky ocCekavat u pacientl, kteti teprve 1€cbu zahajuji ¢i jsou jim
preparaty aplikovany intravendzné ve vétsich davkach. Zavazngjsi ptipady vSak nastavaji,
pokud se u pacienta projevi alergicka reakce. Ta muze pterist az v anafylakticky $ok, ktery

by pro pacienta mohl byt fatélni.

Vedlejsi uicinky
Typ prepardtu
Mirné komplikace Zavazné komplikace
Mirn¢ horecky
Intravenozni Gastrointestinalni problémy Alergické reakce
imunoglobuliny Boleni zad, kloubu, svali,
Bolesti hlavy, migrény Poskozeni ledvin
Abnormality krevni fady
Lokalni bolesti v misté Poskozeni jater
Subkutanni K\?\)f::;l bl a2
i celohulii ) rotilatkami zesilend
4 y Zarudnuti infektivita (ADE)
Otoky

Obr. 7: Srovnani nezadoucich G¢ink?, které jsou spjaty s aplikaci intravenoznich a subkutannich
imunoglobulint.

wevro e

Nejdiskutovanéjsi riziko, které se poji k aplikaci IVIg preparati, je fenomén znamy
jako protilatkami zktizena reaktivita (ADE) (viz Obr. 8). Takto je oznacen stav, pii kterém
protilatky, které vznikly jako odpovéd na urcity flavivirus, béhem primarni infekce
(vakcinace) pfi setkani s odlisnym flavivirem béhem sekundarni infekce na misto, aby proti
virové infekci zakro€ily, naopak uspisi virovou infekci v téle a pribéh nemoci je mnohem
zavaznéjsi (Rathore et St. John, 2020). Protilatky vytvoii béhem sekundarni infekce komplex
s virionem, ktery ale nedokazou dostate¢né zneutralizovat. Tvorbou komplexu virus-
protilatka dochazi k G€inngj$i prezentaci viru builkdm imunitni fady (napf. fagocytujici
bunky). V téchto bunikach nasledkem neuplné neutralizace viru dochazi k jeho pomnozeni

(Dowd et Pierson, 2011, Crowe, Boraschi et Rappuoli, 2015).
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Obr. 8: Zkiizena imunitni odpoved’ mezi flaviviry. Infekce ¢i vakcinace proti flaviviru (Typ-1) vede
K primarni imunitni odpovédi, kdy vznikaji specifické protilatky a pamét proti tomuto Typu-1.
Infekce pribuznym flavivirem (Typ-2) miize nejpravdépodobnéji vést k indukei paméti a produkci
protilatek. Tato zkiizena odpovéd’ miize mit nékolik vyusténi. Jednim z nich je protilatkami zkfizena
reaktivita (ADE), kdy sub-neutralizujici protilatky zptisobi opsonizaci viru (Typ-2), ktera vede ke
zvySujici virové replikaci (pfevzato a upraveno z Rathore et St. John, 2020).
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5 Material a metody
5.1 Bunécné linie

Pro experimenty byly pouzity buiiky SK-N-SH (ATCC® HTB-11™), buné&¢na linie
derivovana z lidskych neuroblastomovych bunék. Tyto bunky byly kultivovany v médiu
Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM, Biosera) s piidavkem 10% fetalniho
bovinniho séra (BOFES, Biosera), 1% antibiotik (100pg/ml Streptomycin, 0,25ug/ml
Amphotericin B, Biowest) a 1% L-glutaminu (GL, Biosera) pii 37°C a atmosféte 5 % COa.
Bunécna kultura byla pasazovana pii plné konfluenci kultiva¢ni lahve pomoci suché
trypsinizace (Trypsin EDTA 1X, Biosera), objem bunécné suspenze byl rozdélena v poméru
1:3.

Buné&end linie Vero/E6 (ATCC® CRL-1586 ™). Tato linie byla derivovéna z
epitelialnich bun¢k opici ledviny. Linie byla kultivovana obdobné jako SK-N-SH bunky, v
médiu DMEM (Biosera) s ptidavkem 10% BOFES, 1% antibiotik (100pug/ml Streptomycin,
0,25ug/ml Amphotericin B, Biowest) a 1% L-glutaminu (GL, Biosera) pfi 37°C a atmosféie
5 % CO.. Pasazovani bylo provadéno 2-3krat tydné¢ pomoci suché trypsinizace (Trypsin
EDTA 1X, Biosera), objem bunécné suspenze byl rozdélen v poméru 1:3 — 1:4 z plné

konfluentni kultury.

Sav¢i bunécéna kultura PS (linie odvozena z bunék praseéi ledviny, ,,porcine pig
kidney), byla kultivovana v mediu Leibowitz (L-15, Biosera) s piidavkem 3%
prekolostralniho teleciho séra (Biosera), 1% L-glutaminu (GL, Biosera) a 1% antibiotik (100
U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, Biowest) (Honig et al., 2019). Pfi plné konfluenci
lahve byla kultura pasazovana pomoci suché trypsinizace (Trypsin EDTA, Biosera), objem

bunécné suspenze byl rozdélen v poméru 1:3 pti plné konfluenci kultury.

Pro kultivaci BHK-21 (fibroblasty ledvin kiecka zlatého) bylo pouzito Minimum
Essential Medium (MEM, Biosera) s ptidavkem 10% fetalniho bovinniho séra, 1% L-
glutaminu a 1% antibiotik (100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin, Biowest)
(Haviernik et al., 2021).

Bunécéna linie C6/36 derivovana z larev komara tygrovaného byla kultivovana
v médiu Leibowitz (L-15, Biosera) s 10% fetalniho bovinniho séra (BOFES, Biosera), 5%
tryptofosfatovym bujonem (Sigma-Aldrich), 1% L-glutamine (GL, Bioserau, 1% antibiotik
(100 U/mL penicillin, 100 ug/mL streptomycin, Biowest) pii 28°C (Honig et al., 2019).
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5.2 Virus

K infekei lidskych neuroblastomovych bunék byly zvoleny nasledujici kmeny viru
KE. Kmen Hypr (VKE), ¢esky prototypovy kmen izolovany v roce 1953 na tuzemi Ceské
republiky. Zasobni virova suspenze byla udrzovéana pii -70'C a pomnoZena v mozcich
sajicich mysi. Pro infekci bunék byla pouzita 8. pasaz viru (Ruzek et al., 2008a). Dale byl
pouzit replikatné¢ kompententni kmen TBEV, ktery koduje reportérovy gen mCherry.
Reportérovy gen mCherry je monomerni fluorescen¢ni protein odvozeny od Discosoma sp.
(Shaner et al., 2004). Kmen mCherry-TBEV slouzi jako kvantitativni nastroj pro usnadnéni
identifikace potencidlnich antivirovych latek a pro méfeni hladin neutralizujicich protilatek
specifickych pro VKE v humannich a zvifecich sérech (Haviernik et al., 2021). Tento
rekombinantni kmen mCherryHypr byl pomnozen na BHK-21 a virova suspenze byla rovnéz

uchovana pii -70°C. V experimentu byla pouzita prvni pasaz viru.

Kmen Neudoerfl je evropskym prototypovym kmenem VKE. V experimentu byla

pouzita 4. mozkova pasaz viru. Virus byl taktéz uchovavan pii teploté-70° C.

Dale byl pro experiment vybran virus Langat, kmen TP21. Virus Langat neni piimo
spojovan s nakazou u ¢loveéka, nicméné pritomnost specifickych protilatek byla prokazana u
lidi zijicich v misté vyskytu viru. Kmen TP21 je pfirozen¢ oslabeny a indukuje neutralizujici
protilatky proti VKE a ochranu proti dal§im virim komplexu TBEV u zvitat (Rumyantsev,

Murphy et Pletnev, 2006). Virus byl pomnozen na Vero/E6 a pouzivana neznama pasaz viru.

Piibuznym vySe zminénému viru Langat je virus vrtivky, ktery je patogenni pro
zvitata. Rovnéz je blizce ptibuzny evropského subtypu KE. Vyskytuje se predev§im mezi
hospodaiskou a vysokou zvéti (ovcee, skot, jeleni) (Jeffries et al., 2014). V experimentu byla

pouzita 2. bunééna pasaz viru (kmen LI/31), ktera byla pomnoZena na bunéc¢né kultuie PS.

Z vird prenasenych komary byl zvolen kmen 2020TM10 viru Usutu. Tento africky
flavivirus zptisobuje onemocnéni zejména ptakil, ale mize predstavovat potencionalni riziko
I pro ¢lovéka (Vazquez et al., 2011). Virus byl namnozen na Vero/E6 bunééné kultufe.

Pouzita byla prvni pasaz viru.

Virus horecky zapadniho Nilu byl poprvé izolovan z pacienta v roce 1937 v oblasti
severni Ugandy. Z oblasti prvniho vyskytu od toho roku doslo k vyraznému rozsifeni do

okolnich c¢asti svéta, nevyjimaje evropské zemé (Sejvar, 2003).
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Kmen viru Eg101 o neznamé pasazi byl pomnozen na bunééné kulture Vero/E6,
zasobni virova suspenze byla uchovavana pii -70C. Stejné jako virus horec¢ky zapadniho
Nilu byl 1 virus Zika poprvé objeven na uzemi Ugandy (Dick, 1952). Nejprve byl prokazan
v krvi opic a o nekolik let pozdé&ji i v krvi lidi. Virus Zika kmen Uganda UG/MR766
(neznama pasaz viru) byl rovnéz pomnozen na Vero/E6 bunécéné kultuie (Stefanik et al.,
2018).

5.3 Monoklonalni protilatky

Pomoci hybridomové technologie vznikly hybridomy, z nichz naslednou selekci vici
kmenu KE Neudoerfl byly vybrany tfi klony hybridomovych bunék schopnych produkovat
pozadované protilatky (5F4/A6, 5SF4/C7 a 9B11/F10). Hybridomy byly kultivovany v médiu
DMEM s piidavkem 10% fetalniho bovinniho séra (BOFES, Biosera), 1 % antibiotik a
antimykotik (100ug/ml Streptomycin, 0,25ug/ml Amphotericin B, Biowest) a 1% L-
glutaminu (Biosera).

Médium s obsahem protilatek bylo vzdy odebirdno béhem pasaze hybridomu (2-3X
tydné). Z kultivacni lahve byl odebran cely objem média. Poté bylo médium stoc¢eno
v predem vychlazené centrifuze pii 4°C pti 1200 RCF po 10 minut. Supernatant bez zbylych

bunéénych elementi byl pfenesen do nové zkumavky a uchovavan pfi teploté - 20°C.

5.4 Chemikalie

16% roztok formaldehydu (Thermo Fisher Scientific, Inc)

4% paraformaldehyd — 3 ml 16% roztoku formaldehydu smichany s 1 ml 1x PBS
10x PBS (Biosera)

1x PBS — 50 ml 10x PBS doplnéno dH20O do 500 ml celkového objemu

1x TWEEN 20 (Sigma-Aldrich)

Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich)
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5.5 Neprima imunofluorescence

Ziskané monoklonalni protilatky byly otestovany pomoci metody nepiimé
imunofluorescence. Nepfiméa imunofluorescence je zalozena na principu znaceni primarni
protilatky sekundarni protilatkou, ktera nese fluorescen¢ni sondu. Pro vSechny flaviviry bylo

dodrzeno stejné schéma experimentu (viz Obr. 9).

Bunky SK-N-SH byly nasazeny na mikroskopicka sklicka (Thermo Fisher Scientific,
Inc.) s odnimatelnymi komtrkami v mnoZzstvi 2*¥10* bunék na jamku, pfi¢emZ objem
bunécné suspenze €inil 150 pl. Pfed samotnym nasazenim bunééné suspenze byly jamky
vymyty kultivacnim médiem. Inkubace bunék v jamkach trvala 12 hodin. Druhy den po
nasazeni byly buriky infikovany 0,1 MOI (z angl. ,,multiplicity of infection*) virem. Virus
byl fedén v médiu v kompletnim kultivaénim médiu do vysledného objemu 50 pl/jamka.

Buniky byly spolu s virem inkubovany pii 37 C s piidavkem CO- po 3 dny.
5.5.1 Imunofluorescen¢ni barveni

Tti dny po infekci bylo piebytecné médium s volnym virem odpipetovano a buniky
byly fixovany v roztoku 4% paraformaldehydu po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.
Posléze byly buniky promyty roztokem 1x PBS — 0,05 % TWEEN 3 x 5 minut. Po promyti
byl ptidan 0,3% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), ktery poslouzil k permeabilizaci bunécnych
membran. Triton G¢inkoval v jamkach 30 minut a poté byly buiiky opét tfikrat promyty 1x
PBS — 0,05 % TWEEN . Pro blokaci nespecifickych vazebnych mist byl pouzit roztok PBS
s piidavkem 10% fetalniho bovinniho séra (BOFES, Biosera) a 5% koziho séra (Biowest).
Blokace probihala 30 minut pfi laboratorni teploté, poté byla do jamek pifidana primarni

protilatka.

Jako primarni protilatky slouZzily vybrané monoklonalni protilatky (5F4/A6, SF4/C6,
9B11/F10) a komer¢né dostupna mysi monoklonalni protildtka namifena proti flavivirové
antigenni skupin¢ (MAB10216, Sigma-Aldrich). Primarni protilatka (50 pl/jamka)
MAB10216 byla fedéna 1:250 v 1x PBS 5 0,05% TWEEN 20, testovanych monoklonalnich
protilatek byl pouzit taktéz objem 50 yl najamku v nefedéné formé. Buiiky byly inkubovany
ptes noc pii teploté 4 C.
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Obr. 9: Rozlozeni mikroskopického sklicka. Protilatky vzdy pouzity v duplikaci (pozitivni kontrola
— MABI10216, negativni kontrola 1 — Cista buné¢na suspenze, negativni kontrola 2 — bunééna
suspenze + sekundarni Ab).

Po 12 hodinéch byly buriky tfikrat promyty roztokem 1x PBS s 0,05% TWEEN 20
pro odmyti nenavazanych primarnich protilatek. Po promyti byla pfidana sekundarni
protilatka. Za sekundarni protilatku (2Ab) byla zvolena kozi protilatka proti mySimu
antigenu znacena Alexa fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, Inc.), ktera byla fedéna v 1x
PBS s 0,05% TWEEN 20 1:500. Nésledovala inkubace po dobu 1 hodiny v pfitmi pti 37°C.
Poté byl preparat tiikrat promyt v 1x PBS s 0,05% TWEEN 20. Negativni kontrola 2
obsahujici bunéfnou suspenzi a pridanou sekundarni protilatkou slouzila k vylouéeni
nespecifické vazby protilatky. Pro zakonzervovani vzorku bylo pouzito montovaci médium
obsahujici DAPI fluoroshield (Sigma-Aldrich) a hrany sklicka zakryty lakem na nehty
(pfedchazeni vysychani preparatu). Zhotovené preparaty byly pozorovany ve
fluorescencnim mikroskopu Olympus BX60 pii stonasobném zvétSeni. Pro blizsi pozorovani

zmén morfologie kultury byly preparaty zvétseny 400x (viz Obr. 13).
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6 Vysledky

Kultivaci hybridomovych bunék byly ziskany monoklonalni protilatky. U
monoklonalnich protilatek byla sledovana jejich schopnost rozpoznavat nestrukturni protein
NS1 pomoci metody nepiimé imunofluorescence. Pfipadny signal byl porovnan s pozitivni
kontrolou, ve které byla pouzita komercni protilitka MAB10216 vazajici se na virovy

strukturni glykoprotein E a negativni kontrolou tvofenou pouze bunéénou suspenzi bez viru.

Pro viry ze serokomplexu virti pfenasenych klistaty byla potvrzena specificka vazba
monoklonalni protilatky 5F4/A6 a 5F4/C7. V piipadé protilatky 9B11/F10 se vysledky
lisily. Zatimco u kmenu VKE Neudoerfl signal neni jednoznac¢né prokazatelny (viz Obr. 10),
u kmenu Hypr VKE je signal srovnatelny s pozitivni kontrolou (viz Obr. 11). Pouziti
sekundérni protilatky konjugované s fluorescein isothiokyanatem (FITC, Alexa flour 488)
ukazala expresi mCherry uvnitt jader u kmenu mCherryHypr-TBEV (viz Obr. 14), rovnéz

byly pozorovany vazby mAb protilatek na nestrukturni protein NSI.

Jednoznacéné vysledky byly ziskdny pomoci nepfimé imunofluorescence U flavivira
pfenasenych bodavym hmyzem (viz Obr. 17 — 19). Ve vSech ptipadech monoklonalni

protilatky nevytvarely vazbu s NS1 proteinem.
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TBEV - Neu

Obr. 10: Imunofluorescen¢ni znaéeni bunék SK-N-SH infikovanych VKE kmene Neudoerfl: (A)
pozitivni kontrola obsahuje anti-flavivirovou protilatku MAB10216 (zelené) (B) negativni kontrola
tvofena pouze bunécnou suspenzi (modie), ke které bylo pfidano ¢isté kultivaéni médium, (C)
negativni kontrola buné¢né suspenze s piidanou sekundarni Ab (D) protilatka 5F4/A6 (E) protilatka
5F4/C7 (F) protilatka 9B11/F10.
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TBEV-Hypr

Obr. 11.: Imunofluorescenc¢ni znaceni bun¢k SK-N-SH infikovanych VKE kmene Hypr: (A)
pozitivni kontrola obsahuje anti-flavivirovou protilatku MAB10216 (zelen¢) (B) negativni kontrola
tvofena pouze bunécnou suspenzi (modie), ke které bylo pfidano &isté kultivaéni médium, (C)
negativni kontrola buné¢né suspenze s pfidanou sekundarni Ab (D) protilatka 5F4/A6 (E) protilatka
5F4/C7 (F) protilatka 9B11/F10.




Merge TBEV-mCherryHypr

Obr. 12.: Imunofluorescencni znaceni bunék SK-N-SH infikovanych VKE kmene mCherryHypr:
(A) pozitivni kontrola obsahuje anti-flavivirovou protilatku MAB10216 (zelen€) (B) negativni
kontrola tvofena pouze bunéénou suspenzi (modie), ke které bylo piidano ¢isté kultivacni médium,
(C) negativni kontrola bunééné suspenze s pfidanou sekundarni Ab (D) protilatka SF4/A6 (E)
protilatka SF4/C7 (F) protilatka 9B11/F10, mCherry protein (¢ervena barva) lze vidét ve slozenych
fotkach.




V experimentech s kmenem Hypr byla kromé silného signalu pozorovana i
morfologickd zména bunécné kultury. V nasem piipadé byla u SK-N-SH bunék pozorovana
vyrazna redukce neuritti (viz Obr. 11). Na obrazku ¢. 13 jsou rovnéZz patrna mista distribuce

proteinu NS1.

Obr. 13: Imunofluorescen¢ni zna¢eni bunék SK-N-SH infikovanych VKE kmene Hypr pii zvétseni
400x. Patrné jsou morfologické zmény bunék SK-N-SH.

Obr. 14: Imunofluorescenéni znaceni bunék SK-N-SH infikovanych VKE kmene mCherryHypr pii
zvétSeni 400x. Rovnéz Ize na snimku pozorovat reportérovy gen mCherry (Cervena barva). Taktéz
Ize pozorovat protilatky (anti-NS1) (zelena barva).
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Obr. 15: Imunofluorescenéni znaceni bunék SK-N-SH infikovanych virem Langat (LGTV): (A)
pozitivni kontrola obsahuje anti-flavivirovou protilatku MAB10216 (zelen¢) (B) negativni kontrola
tvofena pouze bunécnou suspenzi (modie), ke které bylo pfidano ¢isté kultivaéni médium, (C)
negativni kontrola buné¢né suspenze s piidanou sekundarni Ab (D) protilatka 5F4/A6 (E) protilatka
5F4/C7 (F) protilatka 9B11/F10.
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Obr. 16: Imunofluorescenéni znaceni bunék SK-N-SH infikovanych virem vrtivky (LIV): (A)
pozitivni kontrola obsahuje anti-flavivirovou protilatku MAB10216 (zelené) (B) negativni kontrola
tvofend pouze bunécnou suspenzi (modie), ke které bylo pridano &isté kultivaéni médium, (C)
negativni kontrola bunééné suspenze s pridanou sekundarni Ab (D) protilatka SF4/A6 (E) protilatka
5F4/C7 (F) protilatka 9B11/F10.
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Merge

Obr. 17: Imunofluorescen¢ni znaceni bunék SK-N-SH infikovanych virem Zika: (A) pozitivni
kontrola obsahuje anti-flavivirovou protilatku MAB10216 (zeleng) (B) negativni kontrola tvoiena
pouze bunécnou suspenzi (modie), ke které bylo pfidano Cisté kultivaéni médium, (C) negativni
kontrola bunééné suspenze s piidanou sekundarni Ab (D) protilatka 5F4/A6 (E) protilatka 5F4/C7
(F) protilatka 9B11/F10.
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Obr. 18: Imunofluorescen¢ni znaceni bunék SK-N-SH infikovanych virem Usutu: (A) pozitivni
kontrola obsahuje anti-flavivirovou protilatku MAB10216 (zelen¢) (B) negativni kontrola tvofena
pouze bunécnou suspenzi (modie), ke které bylo ptidano ¢isté kultivaéni médium, (C) negativni
kontrola bunééné suspenze s piidanou sekundarni Ab (D) protilatka 5SF4/A6 (E) protilatka 5F4/C7
(F) protilatka 9B11/F10.
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Obr. 19: Imunofluorescen¢ni znaceni bunék SK-N-SH infikovanych virem WNV: (A) pozitivni
kontrola obsahuje anti-flavivirovou protilatku MAB10216 (zeleng) (B) negativni kontrola tvoiena
pouze buné¢nou suspenzi (modie), ke které bylo pfidano ¢isté kultivaéni médium, (C) negativni
kontrola bunécné suspenze s pridanou sekundarni Ab (D) protilatka SF4/A6 (E) protilatka SF4/C7
(F) protilatka 9B11/F10.




7 Diskuze

Klistova encefalitida je velmi zdvazné zanétlivé onemocnéni virového puvodu.
Piivodcem tohoto onemocnéni je virus Klistové encefalitidy pattici do ¢eledi Flaviviridae,
rodu Flavivirus. Mezi klistaty prenasené flaviviry je fazen kromé viru klistové encefalitidy,
virus Omské hore¢ky, virus Powassan, virus Langat a virus vrtivky. Virus Zika, virus
horeCky zapadniho Nilu a virus Usutu se fadi mezi viry, jejichZz vektorem jsou komaii
(Plotkin, Orenstein et Offit, 2013). Vsechny tyto viry zptsobuji obdobny pribéh nemoci
projevujici se zanétlivymi procesy V CNS. Puvodce onemocnéni lze prokazat pomoci
serologickych a molekularné-biologickych testi, ale 1é¢ba onemocnéni uz tak jednozna¢na
neni. Pro pacienty se zndmkami mirngjSich forem onemocnéni je volena terapie pomoci
protizanétlivych 1ék (napf. aspirin, Kortikosteroidy) (Ruzek et al., 2015). Pacientim
s tézkymi formami KE, je doporuovana imunoterapie, ktera se piedevSim na uzemi
Evropské unie zaklada na podavani preparatii obsahujicich nespecifické imunoglobuliny

(znamé jako IVIg) (Lindquist, 2014).

IVIg preparaty nespecificky ovliviuji priibéh nemoci. Tyto preparaty obsahuji velké
mnozstvi imunoglobulind, které jsou ziskdvany od zdravych darcii. Nejvétsi podil zde
piedstavuji IgG protilatky, poté v mensi mife jsou zastoupeny IgA a IgM. Cetnost
jednotlivych imunoglobulini se li§i dle vyrobce. Uginek tohoto preparatu je predeviim
imunomodulaéni (Shaz, Hillyer et Gil, 2019). Odlisnou moznost terapie piedstavuje
podavani specifického imunoglobulinu, ¢ehoz vyuzivaji 1ékati na uzemi Ruské federace.
Specificky imunoglobulin je zde ziskdvan od darct, jejichz séra jiz obsahuji protilatky vici
flavivirim. Tato cesta terapie se jevi jako ucinngjsi, ale poji se s ni vazna rizika. VedlejSim
ucinkem preparat by totiz mohla byt i protilatkami zesilena infektivita, ktera by zapticinila
snadngjsi prib&h onemocnéni oproti tomu, aby pacienta chranila (Ruzek, Dobler et Niller,
2013). Néekteré sarze IVIg vSak mohou obsahovat i specifické protilatky . Tyto Sarze jsou
schopné VKE 1 neutralizovat a ucinkovat tedy stejné jako pfti cilené terapii specifickymi
protilatkami, nicmén¢ stejné tak se na podani téchto Sarzi [VIg vztahuji i rizika spojena

s podanim specifickych protilatek (Elsterova et al., 2017).

Jelikoz jsou si flaviviry fylogeneticky i strukturné velmi podobné, jevi se zkiizena
reaktivita protilatek jako zvyhodiujici faktor pro pacienty. Diky zvifecim modelim je
znamo, ze lze imunizaci proti uréitému flaviviru docilit tvorby zkfizené¢ reagujicich

protilatek, které nasledné¢ daného jedince chrani pted letdlni infekci. Ptfipady zkiiZené
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ochrany byly pozorovany u mys$i imunizovanych virem Usutu a nasledné infikovanych
virem horecky zapadniho Nilu (Blazquez et al., 2015). Rovnéz vakcinace vii¢i viru japonské
encefalitidy poskytla ochranu proti viru Dengue skrze produkci zktizené reagujicich virus
neutraliza¢nich protilatek (Rathore et St. John, 2020).

Odlisné schéma vsak piedstavuje protilatkami zesilena reaktivita, ke které by mohlo
dojit diky preexistujicim protilatkdm. Pokud by totiz byly v organismu pfitomny protilatky
vuci flaviviru, bud’to vlivem primarni infekce, nebo nasledkem vakcinace, a nasledné by
doslo k sekundarni infekci odliSnym flavivirem, napomohly by protilatky sekundarni infekci
snadné&ji piekovat imunitni odpovéd’, coz by mohlo mit pro pacienta fatalni nasledky (St.
John et Rathore, 2019). Piipady vzniku ADE byly popsany mezi viry Zika a Dengue, které
jsou prenaseny komary (Hossein, 2020).

Protilatky pfitomné v organismu nejsou schopny rozpoznat rozdily mezi témito
flaviviry. Rozpoznavaji glykoprotein E, ktery tvoii jejich obal a je nejvétsim strukturnim
proteinem. Moznym zpuUsobem, jak ptedejit vzniku ADE, by proto mohlo byt zacileni
protilatek na nestrukturni protein NS1 (Fiizik et al., 2018). Protilatky proti nestrukturnimu
proteinu se z principu nemohou podilet na ADE. Jiz diive byla prokazana urcita diverzita
v NS1 proteinu mezi flaviviry (Hilgenfeld, 2016). Diky tomuto je NS1 protein vyuZzivan jako
diagnosticky marker a rovnéz je mu vénovana velka pozornost v oblastech vyvoje vakcin
(Hilgenfeld, 2016). Mohl by vsSak poslouzit pfimo jako terapeutikum. Monoklonalni
protilatky, které by byly namifeny vuéi specifickému nestrukturnimu proteinu NS1, by
zarucovaly pfedchazeni vzniku ADE a rovnéZ snizovaly vedlej$i Gc¢inky, jako jsou napf.

alergické reakce.

I ptesto, Ze je protein NS1 potencialné uzite¢nym nastrojem i v diagnostice, jeho
uloha pfi virové infekci je popsana pouze okrajové. Z dosavadnich studii je zndmo, Ze NS1
protein je pfitomen v nékolika oligomernich formach. Jako dimer se objevuje predevsim
v endoplasmatickém retikulu, ale tuto formu lze nalézt 1 v plazmatickych membranach
infikovanych bun¢k. Sekretovana NS1 je ve formé hexameru, ten se ale mize rozpadat na
trimery ¢i dimery (Gutsche et al., 2011). Vzhledem Kk blizké ptibuznosti mezi flaviviry a
nékolika moznym formam NSI1, neni prekvapujici, ze v pfipad¢ viru Zika, viru Dengue a
viru horecky zapadniho Nilu byla potvrzena shoda u dimerni formy NS1 (pfednostné se
vyskytujici v plazmatické membran¢) na vice nez 50 % shodu aminokyselinové sekvence

(Akey et al., 2014).
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Nicméng, v nasich experimentech, kde byly pouzity monoklonalni protilatky, které
byly selektovany vi¢i kmenu Neudoerfl (virus klistové encefalitidy), se ukazalo, Ze tyto
protilatky jsou z testovanych flaviviri schopny vazby pouze na nestrukturni protein NS1

flavivira pfenasenych klitaty, jeZ jsou si mezi sebou velmi blizce piibuzné.

Z vysledkl je patrné, Ze mAb byly schopné snadno rozpoznat NS1 piitomny
V bunééné membrané u ptirozené oslabeného viru Langat, ktery je schopen indukovat
protilatkovou odpoved’. Dale tak dalSiho flaviviru divoké zvéfe, viru vrtivky. U obou téchto
virt byl pozorovan silny signal v pfipadé monoklonalnich protilatek. Obdobné vysledky
byly pozorovany i pro kmeny klist'ové encefalitidy, Neudoerfl a Hypr. Zopakovani nepiimé
imunofluorescence pro kmen Neudoerfl potvrdilo specificitu vytvofenych protilatek, které

vic¢i nému byly selektovany.

Specifita protilatek se prokdzala nejenom V piipadech ptirozené se vyskytujicich
kmeni VKE, ale byla prokazana i pro kmen VKE Hypr, nesouci reportérovy gen pro
mCherry (mCherryHypr). ProtoZe kontrolni protilatka proti flavivirovému glykoproteinu E
byla mysi stejné jako nami testované protilatky proti NS1 proteinu, byl tento kmen pouzit k
potvrzeni lokalizaci anti-NS1 znaceni v mCherryHypr infikovanych bunkach. Zatimco u
kmenu VKE Neudoerfl byl zachycen pouze slaby signal v ptipadé mAb 9B11/F10 (viz Obr.
10), u kmentt VKE Hypr (Obr. 11) a mCherryHypr (Obr. 12) byl signal srovnatelny
s pozitivni kontrolou, kterou tvofila anti-flavivirovd primarni protiladtka namifena vici
koncentraci protilatek v pouzitém médiu. Koncentrace protilatek nebyla ve vzorcich ptesné
stanovovana. V naslednych experimentech s viry prenasenymi klist'aty byl signal 9B11/F10

jiz jednoznacné prokazatelny.

Naopak protilatky nerozpoznavaly NS1 protein viru Zika a dalsich flavivira (Obr.
17-19), jejichz vektory je bodavy hmyz. Tato skutecnost poukazuje na jiz dfive zminéné

poznatky o diverzité nestrukturniho proteinu NS1 v ramci rodu Flavivirus.

Na zéklad¢ provedenych experimenti a literarnich zdrojl Ize usuzovat, ze vyuzivani
monoklonalnich protilatek nabizi feSeni, jak i€¢inné rozlisit jednotlivé flavivirovych infekce.
Presto vSak neni stale zcela jasné, které formy NS1 proteinu byly pouzité protilatky schopny
detekovat. Toto by mohlo byt pfedmétem dalSiho vyzkumu pro objasnéni distribuce a

lokalizace NS1 proteinu, ktera nebyla prozatim pIné objasnéna.
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8 Zavér

¢ Kaultivaci hybridomt byla ziskana média obsahujici monoklonalni protilatky. Ta
byla pouzivana precisténd V nefedéné formé v experimentech nepfimé

imunofluorescence.
% Protilatky prokazaly viditelny G¢inek vazby na NS1 protein u flaviviru, které jsou

pfenaseny klistaty. Naopak vazba anti-NS1 protilatek nebyla pozorovana u

flavivird, jejichz vektorem jsou komari.
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