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1. Uvod

V teplych mésicich kazdého roku se v lesich, na loukéch a dalSich pfihodnych biotopech
setkdvdme s nepiijemnymi ektoparazity — klistaty. Klistata nejsou jenom nevitanymi
ptizivniky sajicimi krev, ale také vyznamnymi pienaseci celé Skaly patogent, coz z téchto
setkani muze Cinit dlouhodobé nepfijemné situace. Tvrda klistata potiebuji k plnému nasati
nékolik dni, a proto jsou vyzbrojena komplexnim slozenim slin obsahujicich molekuly
interagujici s obrannymi mechanismy hostitele, v€etné pocitil bolesti a svédéni, hemostazy a
obou vétvi imunitniho systému. Klisté svym hypostomem naruSuje epidermis a pronika
hloub€ji do dermis, kde se zZivi z hematomu vznikajicich z krve vylité z poskozenych cév.
Sliny jsou vyplavovany do celého mista poSkozeni a zachytavany vrstvou cementu, ktery
klistata tvori polymerizaci proteinti bohatych na glycin a ktery jim umoziuje lepsi pfichyceni
v misté sani a zabrafiuje ztratam prosaknutim. Soubor molekul klistécich slin vysoce ovliviiuje
misto poskozeni a vytvafi tak privilegovanou niku vyhodnou pro pfenos mnoha patogent.
Béznym arbovirem prenaSenym zejména klistaty Ixodes ricinus a Ixodes persulcatus je virus
klistové encefalitidy. Rozsitujici se rizikové oblasti, rostouci vyskyt infekci TBEV a nové
vznikajici endemické oblasti zdaraziuji vyznam hlubsiho pochopeni faktor ovliviiujicich
patogenezi tohoto viru. Je znamo, ze se virus po pienosu v klistécich slinach mnozi v koznich
imunitnich bunikach schopnych migrovat do spadovych lymfatickych uzlin, kde se TBEV dale
replikuje a vyvolava primarni virémii. Virus je spole¢né se slinami vyplavovan na rozhrani
epidermis-dermis a setkdva se zde zejména s keratinocyty, jez jsou nejpocetnéj§imi burikami
epidermis. O interakci keratinocytl s TBEV byla dosud zvefejnéna pouze jedna publikace, ve
které byla popsana Gspésna infekce keratinocyta virem klistové encefalitidy in vitro.

Ma prace se zaméfuje na infekci keratinocytd virem klistové encefalitidy a zjistuje vliv
klistécich slin ziskanych v riznych stadiich sani na tuto interakci. Salivace neni kontinudln{
proces a slozeni klistécich slin se v prubéhu sani vyznamné proménuje. TBEV se v klistéti
nachazi ve slinnych zlazach a je tedy vyplavovan v prvnich dnech krmeni kli§téte. Pochopeni
mechanismu, jakym virus kliStové encefalitidy keratinocyty infikuje a vlivu klistécich slin na
obranné mechanismy téchto bunék by pfineslo cenné informace o reprodukci, pfenosu a
patogenezi viru, reakci lidského imunitniho systému na infekci TBEV a o modulaci této
obrany molekulami klistécich slin. Poznani faktora slin ovliviiujicich jednotlivé imunitni
odpovédi keratinocytd by mohlo piispét k vyvoji vakcin proti klisfatim a ochrané Siroké

vefejnosti pred kliSt'aty a jimi pfenaSenymi patogeny.



1.1. Kuoze

Kuze a kozni adnexa (vlasy, nehty, potni, mazové a mlécné zlazy) tvoii nejvetsi organ
lidského téla s celkovou plochou piiblizné 1,75 m?. U dospélého ¢lovéka zaujimaji az 15%
celkové télesné vahy. Tloustka kize se pohybuje od méné nez 0,1 mm na oc¢nich vickach po
1,5 mm na dlanich a chodidlech (Kolarsick et al. 2011).

Kuze vytvaifi ochrannou bariéru pifed biotickymi a abiotickymi faktory prostiedi,
napomaha udrzovat konstantni t€lesnou teplotu alteraci krevniho pritoku pomoci dilatace a
konstrikce cév, zprostfedkovava hmatové vnimani a brani ztratim vody z vnitiniho prostredi.
Je také mistem mnohych biochemickych déju. Jednim z nich je syntéza cholekalciferolu
(vitamin D3) z provitaminu 7-dehydrocholesterolu pusobenim ultrafialového zafeni UVB ze
slune¢nich paprski. Cholekalciferol se déle enzymaticky premériuje v jatrech a ledvinach na
aktivni metabolit vitaminu D kalcitriol, ktery je nezbytny pro sprdvnou absorpci vdpniku a
fosforu (Biga et al. 2019). Kuze jako tkan, ktera je neustale vystavena vnéj§im vlivim, je
vybavena vrstvami ochrannych mechanismi a je dulezitou soucasti imunitniho systému téla.
Vytvari anatomickou bariéru oddélujici vlastni vnitini prostiedi od okolnich cizich faktort.
Ve své struktufe obsahuje imunitni burky, které zachytdvaji antigeny a komunikuji
prostiednictvim chemokint a cytokint s cirkulujicimi buiikami v krvi. Keratinocyty produkuji
Sirokou Skalu pro- a protizanétlivych cytokini a antimikrobialnich peptidi (AMPs), které
chrani pfed bakteriemi, viry a houbami (Mizumoto & Takashi 2004, Clausen & Agner 2016).

Kuze sestava ze tii vrstev, a to epidermis, dermis a subcutis (obrazek 1). Epidermis je

tvorena epitelovou tkani, dermis a subcutis tkani pojivovou (Varihara et al. 2018).
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Obr. 1: Struktura kiize (viastni ilustrace BioRender app).



1.1.1. Epidermis

Vnéjsi vrstvou kiize je epidermis sestavajici z ne€kolika dalSich vrstev. Obsahuje Ctyfi
hlavni typy bunék — keratinocyty, Langerhansovy builky, melanocyty a Merkelovy buriky.
Nejvétsi podil bunek zaujimaji keratinocyty. Tvoti az 90% epidermis a nachazeji se ve vSech
jejich vrstvach. Langerhansovy buiiky zprostfedkovavaji imunologicky dohled a zachytavaji
cizorodé antigeny. Epidermis je zcela avaskularni a je zavisla na vyziveé a odvodu odpadnich
latek skrze bazalni membranu oddélujici ji od dermis. Primdrni funkci epidermis je slouzit
jako fyziologicka bariéra zabrariujici praniku iritant a alergent z vnéjsiho prostedi (Lawton
2019). Soucasné brani tniku vody z vnitiniho prostredi a tim napoméha udrzeni homeostazy.
Epidermis sestava na vétSiné mist ze Ctyt vrstev, jimizjsou stratum basalis priléhajici k dermis,
stratum spinosum, stratum granulosum a stratum corneum. Na chodidlech a dlanich je navic
vrstva stratum lucidum mezi stratum corneum a granulosum (Kanitakis 2002, Varihara et al.

2018).

1.1.1.1.  Struktura

Nejspodnéjsi vrstvou epidermis je stratum basalis. Pfiléha k bazalni membrané oddelyjici
ji od dermis a je mistem vétSiny mitotické aktivity v epidermis. Keratinocyty ve stratum
basalis jsou cylindrické buiiky s apikobazalni polarizaci usporadané v jedné vrstveé lezici na
bazalni membrané (Varihara et al. 2018). Keratinocyty ¢asto obsahuji melaninové pigmenty v
melanozomech ziskané od sousedicich melanocyti. Keratinocyty jsou navzajem propojené
desmozomy a k bazalni membrané jsou piipojené pomoci hemidesmozomt. Ridce se ve
stratum basalis nachazeji také Merkelovy buiiky (Lawton 2019).

Stratum spinosum je tvofena dvéma az péti vrstvami keratinocytll s trnovitymi vybézky
v disledku mezibunécného propojeni desmozomy. Desmozomy jsou tvoreny mnozstvim
adheznich molekul, véetné transmembranovych proteini desmogleini a desmokollint, které
jsou spojeny s intracytoplazmatickymi intermedidrnimi filamenty pomoci plakoglobinu a
desmoplakinu. (Barbieri et al. 2014). Ve stratum spinosum se nachdzi vétSina
Langerhansovych bunek.

Stratum granulosum ma jednu az deset vrstev bun¢k. Keratinocyty jsou zde plossi a maji
nepravidelny tvar v porovnani s morfologii keratinocyti ve stratum spinosum. Obsahuji
bazofilni granule keratohyalinu, produkuji Odlandova téliska, lamelarni granuly a
keratinosomy, které hraji roli ve vytvoreni permeabilni bariéry pro vodu a zprostiedkovavaji

bunécnou adhezi ve stratum corneum. Jak keratinocyty maturuji a migruji vzhuru do stratum



corneum zacinaji se pfipravovat na rozpusténi svych jader a dalSich organel (Barbieri et al.
2014, Jiang et al. 2020).

Na dlanich, prstech a ploskach nohou se nachdzi vrstva stratum lucidum. Jednd se o
tenkou, témeér prasvitnou vrstvu tvofenou nejvyse tfemi vrstvami plochych keratinocytt. Jadra
bunék jiz nejsou barvitelnd a buriky jsou odumfelé. Ketohyalin se pfeméfiuje na granula
eleidinu, ktery buriky obaluje a brani vstupu 1 ztrat€ vody.

Stratum corneum je semipermeabilni vrstva slouzici jako fyziologicka bariéra chranici
pfed externimi vlivy a patogeny. Zaroven zabrariuje ztraté tekutin a rozpusténych latek
z vnitiniho prostfedi. V této vrstvé jsou keratinocyty terminalné diferencované a za
fyziologickych podminek nemaji jddro ani organely. Mezi sebou jsou buriky spojeny
korneodesmozomy. Ve vrchnich vrstvach stratum corneum plsobi enzymy, jako napftiklad
steroidni sulfatdza, na komponenty lameldrnich granuli, které se rozpadaji a probihd proces
deskvamace, tedy odlupovani nejsvrchnéjsich vrstev (Barbieri et al. 2014, Rosso et al. 2016,

Varihara et al. 2018, Goleva et al. 2019).

1.1.1.2. Melanocyty

Melanocyty jsou derivovany z neuralni liSty a nachazeji se v bazalni vrstvé epidermis,
vlasovych cibulkach a ve vnéjsich kotfenovych obalech vlasovych folikuld. Ve stratum basalis
jsou rozprostieny mezi keratinocyty v poméru priblizné jeden melanocyt na deset ostatnich
bunek. V kiazi, ktera byla opakované vystavovana ultrafialovému zafeni se mize mnozstvi
melanocyt zvysit. K bazalni membrané jsou ptichyceny pomoci hemidesmozomi, postradaji
ale tonofilementa a desmozomy. Melanocyty produkuji pigment melanin, ktery absorbuje
ultrafialové zafeni a tim chrani ktzi pfed jeho skodlivymi uc¢inky (Lawton 2019). Melaniny
jsou skupinou korpuskularnich, intracelularnich, autogennich pigment syntetizovanych z
aminokyseliny tyrozinu. Jsou zabaleny v buné¢ném vezikulu odvozeném od Golgiho aparatu,
tzv. melanozomu, ktery je pfedavan keratinocytim. Jeden melanocyt zasobuje az 36
keratinocytu. Jakmile se melanin dostane do keratinocytl, je koncentrovan nad jadrem, které
tak chrani pfed Skodlivym ultrafialovym zafenim. Produkce melaninu je stimulovana MSH
(o-melanocyte-stimulating hormon) produkovanym keratinocyty a zvysenou expresi
pfislusnych receptorti na povrchu melanocyta po expozici kiize slune¢nimu zareni (Pawelek
et al. 1992, Barbieri et al. 2014). Melanin zabarvuje kizi, ¢asti oka a dalsi tkané. Barva kize
je determinovana nikoliv mnozstvim melanocytt, ale velikosti a potem melanozomd.
Melanin existuje ve dvou primdrnich formach - eumelanin (¢erny a hnédy) a pheomelanin

(Cerveny) (Carletti et al. 2014, Biga et al 2019).



1.1.1.3.  Merkelovy buiky

Merkelovy buiky jsou epitelialni bunky neuroendokrinniho pivodu. Tvofi velmi malou
Cast bun€k epidermis a mizeme je fidce najit v bazalni vrstvé a v t€sné blizkosti vlasovych
folikul. Vsechny funkce Merkelovych bunék nejsou zatim zcela znamé. Jednou z popsanych
funkci téchto bunék je slouzit jako mechanoreceptor. Merkelovy buiky jsou soucasti
diskovitych struktur prostorové asociovanych s vlasovymi folikuly spolecné s dermdlnimi
nervy, kde mohou hrit senzorickou roli. Také obsahuji neuroendokrinni markery, jako je
chromogranin A a mnozstvi neurosekreCnich latek. Neékteré z téchto latek funguji jako
neurotransmitery, zatimco jiné podporuji rust a diferenciaci jinych koznich bunécnych typu

(Barbieri et al. 2014).

1.1.1.4.  Langerhansovy buiky

Langerhansovy buriky (LCs) ptedstavuji specifickou subpopulaci dendritickych bunék
osidlujicich epidermis. LCs jsou antigen prezentujici buiky derivované z kostni diené
rovnomeérné distribuované v suprabazalni vrstvé epidermis, zejména ve stratum spinosum, v
pfiblizné stejném mnozstvi jako melanocyty. Iniciuji vrozené i adaptivni imunitni odpoveédi
na antigeny relevantni pro kuzi a pusobi tak jako imunologicti strazci. Langerhansovy buiiky
postradaji desmozomy, k okolnim keratinocytim jsou ukotveny pomoci E-kadherinu. Za
fyziologickych podminek fagocytuji Langerhansovy burky antigeny, se kterymi se setkaji
v epidermis, nasledné snizi expresi E-kadherinu, ¢imz se uvolni vazba na keratinocyty a buiiky
mohou migrovat do spddovych lymfatickych uzlin (Barbieri et al. 2014). V lymfatické uzliné
prezentuji LCs zpracované antigeny CD4+ T lymfocytim s pouzitim MHC II molekul. Od
ostatnich dendritickych bunék (DCs) mohou byt rozliSeny diky vysokym hladindm exprese
molekuly CD1a, zatimco jiné DCs vykazuji pfevazné expresi molekuly CD1b (Mizumoto &
Takashi 2004). Izoformy skupiny 1 CD1 (CDla, CDIb a CDIc) exprimované na APC
bunkach jsou schopny prezentovat rizné formy vlastnich a mikrobialnich lipidovych antigent
populacim CD4, CD8 a dvojite¢ negativnim T lymfocytim, zatimco izoformy skupiny 2

(CD1d) prezentuji neobvyklé glykosfingolipidy NK butikam (Moody & Porcelli 2003).

1.1.1.5.  Keratinocyty

Keratinocyty jsou nejpocetnéj§imi buikami epidermis. Maji ektodermalni puvod, nachazi
se ve vSech vrstvach a tvoti hlavni strukturni slozku epidermis. Morfologicky se od ostatnich
bunek epidermis odliSuji veétsi velikosti, pfitomnosti desmozomd a vétSim mnozstvim

cytoplazmy. Keratinocyty vznikaji ve stratum basalis z keratinocytovych kmenovych bunék.
ytop y yty ]



V periodé piiblizn€ 28 dni migruji skrze vrstvy do stratum corneum. Prostupem do vyS$Sich
vrstev diferencuji a prochazeji signifikantnimi morfologickymi i funkénimi zménami. Formuji
vnitini rigidni struktury slozené z keratinu, mikrofilament a mikrotubul v tzv. procesu
keratinizace (Barbieri et al. 2014). Nedilnou soucasti diferenciace je vapnikovy gradient
epidermis, ktery vrcholi v granularni vrstvé a prispiva k regulaci diferenciace keratinocytu
(Bikle et al. 2012).

V lidském genomu je 54 funk¢nich gent pro keratiny, z nichZ polovina je pro keratiny typu
I a polovina pro keratiny typu II. Ty jsou exprimovany v rtiznych stadiich diferenciace
keratinocytt. Bunky v bazalni vrstvé obsahuji zejména keratin 5 a 14, zatimco suprabazalni
keratinocyty exprimuji pievazné keratin 1 a 10 (Barbieri et al. 2014, Jiang et al. 2020).
Keratiny jsou uspofadané do tonofilament, které zajist'uji vnitini bunéénou strukturu a tvofii
az 80% proteini pfitomnych v keratinocytech. K bazalni membrané jsou bunky pfipojeny
pomoci hemidesmozomi a mezi sebou jsou propojeny desmozomy. Ve vrstvé stratum
corneum diferencuji keratinocyty do termindlniho stiddia zvaného korneocyty. Ztriceji jadro,
zplost'uji se, a nakonec se odlupuji v procesu deskvamace (Lawton 2019). V intercelularnim
prostoru korneocyti se nachazeji lipidy a proteiny. Keratinocyty v nizSich stadiich
diferenciace produkuji enzymy, které tyto lipidy §té€pi na fosfolipidy ceramidy, mastné
kyseliny a cholesterol. Spolecné s korneocyty se tak vytvari kozni lipidova bariéra branici

ztratam vody a prostupu vnéjSich stresorti (Lawton 2019).

Obr.2: Keratinocyty. Zleva doprava: primarni kultura mysich keratinocytii; lidské epidermalni keratinocyty

NHEK-Ad (zdroj: viastni fotografie; Lonza 2016).



Keratinocyty se aktivné podileji na udrzeni homeostazy pojivové a kryci tkané a pomahaji
formovat a regulovat imunitni odpovéd ktize. Mohou iniciovat §irokou Skalu zanétlivych
reakci prostfednictvim sekrece celé fady cytokinu, chemokint a ristovych faktora (Barbieri
et al. 2014, Jiang et al. 2020). Keratinocyty jsou vysoce aktivni sentinelové buriky exprimujici
fadu receptord PRRs (pattern recognition receptory) a cytokinovych receptori. Mezi PRRs
ptitomné na keratinocytech patti Toll-like receptory (TLRs), NOD-like receptory (NLRs),
RIG-I-like receptory (RLRs) a C-type lektin receptory (CLRs) (Kawai & Akira 2009). Tyto
receptory se nachazeji bud’ ve vné&j§i plazmatické membrané bunék, v cytosolu nebo
v membranéch vnitfnich organel a rozpoznavaji struktury typické pro patogeny, tzv. PAMPs
nebo signaly poskozeni bunek télu vlastnich, tzv. DAMPs. Interakci téchto signalt
s receptorem dochdzi k vnitini kaskadé dé€ja vedouci ke zmén€ genové exprese a reakci
keratinocyti napfiklad produkci cytokind. Mezi rozpoznavané PAMPs patii mimo jiné
lipopolysacharid, lipopeptidy, beta-glukany, ssSRNA, dsRNA, ssDNA a dsDNA (Feliciani et
al. 1996, Coates et al. 2018).

Dulezitym obrannym mechanismem kuaze je také produkce antimikrobialnich peptida
(AMPs), jejichz diverzita chrani pred viry, bakteriemi, houbami i parazity. Keratinocyty jsou
hlavnimi producenty AMPs, vcetné defensind, katelicidint, psoriasinu a antimikrobialni
RNazy 7 (Suter et al. 2009, Chessa et al. 2020). Exprese AMPs muze byt zvySena puisobenim
mikrobialnich stimuld, prozanétlivych cytokint (TNF, IL-1p, IL-17 a IL-22), jako soucast
proliferace keratinocyti nebo pii regeneraci tkané€ (Sgrensen et al. 2003, Schittek 2011).
Kromé ptimého antimikrobialniho efektu pisobi AMPs chemotakticky na imunitni buriky a
dokazi modulovat cytokinovou a chemokinovou produkci (Calusen & Agner 2016).
Podskupina AMPs, antivirové proteiny (AVPs) uCinkuji pfimo proti virovym infekcim.
Produkce vétsiny z nich je stimulovana produkci interferont, jednou z vyjimek je produkce
AVPs keratinocyty indukovand IL-27 pfi infekci virem Zika (Kwock et al. 2020). K vytvoteni
imunitni bariéry na povrchu kaze pfispiva i kyselé pH (4-6), které je udrzované produkci
kozniho mazu a diky proteinu filaggrinu, ktery pii své degradaci tvori kyselé produkty. Nizké
pH napoméhd k udrzeni symbiotické kozni flory a brani vyskytu mikrobu zpasobujicich
infekci. Mimo antimikrobialniho efektu ovliviiuje nizké pH funkci kozni bariéry také regulaci
proteaz a enzymatickych déji metabolismu ceramidt (Proksch 2018, Jiang et al. 2020).

Keratinocyty produkuji IL-1 po stimulaci PRRs a zahajuji tak zanétlivou imunitni odpoved’.
Pritomnost IL-1 vede k expresi dalSich cytokini — IL-6, TNF a IL-8 a také podporuje
proliferaci keratinocyta (Uchi et al. 2000). Dalsim cytokinem, ktery keratinocyty produkuji je
IL-18, ktery mimo jiné zvySuje IFN-y indukovanou produkci chemokini (CXCL9, CXCL10



a CXCL11) a expresi MHC I na membranach keratinocytt (Kanda et al. 2007). Mikroby a
cytokiny (TNF, IL-17 a 1L-22) vyvoldvaji expresi IL-36, ktery zahajuje produkci dalSich
prozanétlivych cytokini a AMPs a pusobi na keratinocyty jako autokrinni signal (Carrier et
al. 2011). Cytokinem s pleiotropnim efektem je TNF (tumor necrosis factor), ktery m4 vliv na
bunécnou proliferaci, diferenciaci, apoptézu a zanét. Vazbou na receptor TNFRI jsou
aktivovany transkripéni faktory vedouci k expresi prozanétlivych cytokini, chemokint a
adheznich molekul (IL-6, IL-6, CXCLS8, CCL20 a ICAM-1). Keratinocyty TNF produkuji a
zaroven exprimuji TNFR1 (Tiiziin et al. 2007, Jiung et al. 2020). IL-6 je exprimovan po
stimulaci keratinocytt UVB zafenim, prozanétlivymi cytokiny nebo aktivaci TLRs.
Interleukin 6 podporuje proliferaci keratinocytt a jeho prehnana produkce byva pritomna pii
koznich onemocnénich, jako jsou psoridza nebo lupus erythematodes (Jiang et al. 2020). IL-
12 je heterodimericky cytokin exprimovany lidskymi keratinocyty a je zapojen do polarizace
imunitni odpovédi Thl smérem a indukci produkce IFN-y T lymfocyty a NK buikami
(Trinchieri 2003). Dalsimi dulezitymi interleukiny v prostiedi epidermis jsou IL-20, IL-7 a
IL-15. Pii virové infekci, stimulaci TLRs, zanétu ¢i vystaveni UV zafeni produkuji
keratinocyty interferony. Ty mizeme rozdélit do tii kategorii, a to na a) IFN typu I, kam patfi
napiiklad IFN-a, IFN-B a IFN-x; b) interferony typu II (IFN-y), ktery keratinocyty
neprodukuji a ¢) interferony typu III (IFN-A). Keratinocyty dale produkuji rastové faktory
(EGF, TGF-B, GM-CSF, PDGF a VEGF), chemokiny, protedzy a protedzové inhibitory
(obrazek 3) (Jiang et al. 2020).

ANTIMICROBIAL PEPTIDES

N\ /
B e T
/ __ CXcL1 ( £ )

@ cazo <’/ |\ N2 &P
é ™7 j CXCL9 CXCL6  Mevtrophis
g CXCL10  CXCLS8 (IL-8)
& cCL8 CCL4 CXCL11
5 ccree  CCL2

mast cell i -‘1 R

~
eosinophils NK cells DCs

£ 19| a0 TGFB1 | |
@ LAe IL20 | e TGFB2 | cyoknes
z e IL-24 TGFB3
Z  IL36A | femy =i
é IL-36B | cytokines IL:128 112/ 1L-23 family
- IL-36G IL23A cytokines TNF
> 133 -
© a7 ik 7

IL-38 I | trtron w15

Obr. 3: Prehled keratinocyty produkovanych cytokinii, chemokinii a AMPs (viastni ilustrace BioRender app).



1.1.2. Zoéna dermo-epidermového prechodu

Dermo-epidermovy spoj je tvofen na rozhrani dermis a epidermis a predstavuje shluk
proteinii a struktur znamy jako lamina basalis (bazalni membrana). Jedna se o uzkou,
nekolikavrstevnou zonu zajist'ujici kohezi a propojeni mezi t€émito dvéma vrstvami. Lamina
basalis je produktem epitelialnich bunék epidermis a sklada se ze dvou vrstev — superiorni
lamina lucida a inferiorni lamina densa. Pod laminou basalis se nachazi lamina fibroreticularis,
ktera je produktem fibroblasti nachazejicich se v dermis (Barbieri et al. 2014, Varihara et al.
2018). Bazalni membrana je zvrasnéna a jeji povrch je protkan kapilarami. Velké zvrasnéni
bazalni membrany vytvaii vétSi plochu, skrz kterou probiha vyména kysliku, zivin a

odpadnich produkti mezi dermis a epidermis (Lawton 2019).

1.1.3. Dermis

Dermis neboli §kara se nachazi pod laminou basalis a ma mezenchymalni ptivod. Hlavnimi
funkcemi dermis jsou ochrana hlubSich télnich struktur proti mechanickému poSkozeni,
zasobovani epidermis zivinami a kyslikem a zaji§téni odvodu odpadnich latek. Nezbytna je
také v regeneraCnich procesech. Dermis byvd 15-40krat Sir§i nez epidermis, tj. 1-5Smm
(Lawton 2019). Je tvorena extracelularni matrix, vazivovou slozkou obsahujici kolagenni,
elasticka a retikularni vlakna a kotvicich fibrily, bunéénymi elementy, krevnimi a miznimi
cévami a nervovymi svazky. Kolagen dodava kazi silu a odolnost v tahu. Tvoii az 70%
proteini dermis a je kontinualn€ rozkladan a syntetizovan. Elasticka vlakna dodavaji kuzi
pruznost a maji schopnost roztahnout se az na dvojnasobek své puvodni délky. Retikularni
vlakna jsou velmi tenkd a slouzi jako kostra pro dermalni kapilary a buiky. Mnozstvi
kolagennich a elastickych vldken v dermis je negativné ovlivnéno rostoucim vékem a
vystavenim ultrafialovému zareni (Vanhara et al. 2018, Lawton 2019).

Dermis je rozdélena do dvou vrstev, jimiz jsou stratum papillare a stratum reticularis.
Stratum papillare je tenci vrstva dermis pfipojena pomoci kotvicich fibril k bazalni membrané.
Vytvati papily vybihajici smérem do epidermis, které jsou bohaté protkané krevnimi a
lymfatickymi kapilarami a nervovymi zakoncenimi. Jedna se o fidké vazivo slozené z tenkych
kolagennich a elastickych vlaken. Retikularni dermis je Sirsi a hustsi vazivova tkan se silnymi
kolagennimi a elastickymi vlakny. Obsahuje vétsi krevni a mizni cévy a poskytuje kizi
mechanickou odolnost proti tahu a roztrzeni (Varihara et al. 2018, Lawton 2019, Nguyen &
Soulika 2019). Hlavnimi butikami dermis jsou fibroblasty, dermalni dendritické buiky,
makrofdgy a mastocyty. V pripadé zanétu ¢i poskozeni se v dermis mohou nachazet 1 dalsi

infiltrované imunitni buiiky. Dermis je bohaté inervovana senzorickymi a autonomnimi



nervovymi vlakny. Nachdzi se zde asi milion nervovych vldken a fada mechanoreceptori
rozpoznavajicich dotek, tlak, vibrace, svédeni, bolest a zmény teploty (Barbieri et al. 2014).
Déle se v dermis nachazeji kozni organy (adnexa), jakymi jsou vlasy, nehty, mazové, potni a
mlécné zlazy. Jsou derivovany z epidermis, do dermis vrustaji a diferencuji zde. Struktury
dermis jsou obklopeny extracelularni matrix, ktera dovoluje zivinam, hormonim a odpadnim
latkam prochazet skrz dermis, dodava kizi mechanickou odolnost a pomaha udrzovat
vazivovou sit’ kolagennich a elastickych vldken (Weller et al. 2014).

Pod stratum reticularis se nachazi subcutis (podkozi). Subcutis je taktéz mezenchymalniho
puvodu a sklada se z fidkého vaziva s regionalné rozdilnym podilem podkozniho tuku. Tuk je
uchovavan v tukovych bunikéch adipocytech a slouzi jako zasobarna energie, tepelnd izolace
a jako tlumic¢ narazli. Tukova tkan je prostoupena vazivovymi vlakny, které ji ukotvuji ke

svalové fascii ¢i okostici.

1.1.3.1.  Bunky dermis

Dermis obsahuje Ctyfi hlavni bunécné typy: fibroblasty, makrofagy, dermalni dendritické
bunky a mastocyty.

Fibroblasty jsou buiiky derivované z mezodermu nachazejici se ve vSech vrstvach dermis.
Jsou mitoticky 1 synteticky aktivni a predstavuji nejhojnéji zastoupeny typ bunek v dermis.
Jsou schopné syntetizovat vSechny typy vlaknité i amorfni mezibunécné hmoty, zejména pak
kolagen, elastin a dalsi komponenty extracelularni matrix. Funguji jako strukturni a reparacni
bunky kize. Strukturni formou fibroblastu je fibrocyt, ktery je mensi, mitoticky i synteticky
neaktivni a je obklopen extracelularni matrix. V procesu hojeni ran se mohou fibrocyty zpét
pfeménit na fibroblasty. Do mista poskozeni migruji i aktivni fibroblasty na zakladé
chemotaxe rastovymi faktory a cytokiny, véetné PDGF. V misté poskozeni diferencuji na
myofibroblasty exprimujici aktin a desmin hladkych svalt, ¢imz uzaviraji ranu. V neposledni
fadé maji fibroblasty také parakrinni a autokrinni funkci, dokazi regulovat proliferaci
keratinocyti uCastnicich se reparacnich procesi pomoci produkce rustovych faktort a
cytokini. V dermis miZeme najit tfi subpopulace fibroblasti — jednu ve stratum papillae,
druhou ve stratum reticularis a tfeti je asociovana s vlasovymi folikuly. Subpopulace se lisi
v produkeci typt kolagenu a komponent extracelularni matrix (Barbieri et al. 2014).

Makrofagy jsou heterogenni skupinou mononuklearnich fagocytii. Makrofagy derivované
z kostni diené€ cirkuluji v krevnim ob&hu jako monocyty, které se po vycestovani z cév do

tkani ¢i télnich dutin méni na makrofagy. Tkanové rezidentni makrofagy maji puvod ve
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zloutkovém vaku (Gundra et al. 2014, Perdiguero et al. 2015). V periferii se makrofagy
setkavaji s celou fadou podnétt, které meéni jejich genovou expresi a vytvareji se aktivované
makrofdgy vybavené k odstranéni pfiCiny svého prilivu a k obnoveni homeostazy (Mantovani
et al. 2004, Hume 2015). Makrofagy mohou byt aktivovany dvéma sméry v zdvislosti na
signalech z mikroprostiedi. Klasicka cesta aktivace zprostfedkovana zejména pasobenim IFN-
v a mikrobialnich produktt vytvaii prozanétlivou subpopulaci M1, u niz dochazi ke zvySeni
exprese MHC II molekul, produkci reaktivnich radikalt dusiku a kysliku, efektivni fagocytéze
a prezentaci zpracovanych antigeni Thl lymfocytim (Lee 2019). Subpopulace M2 je
aktivovana pusobenim cytokind v kontextu Th2 imunitni odpovédi, zejména pak IL-4. Tyto
buriky jsou charakteristické produkci protizanétlivych cytokinti (IL-10, TGF-), Gcastni se
reparaCnich procest a hojeni tkani a jsou asociovany s infekci parazity a vyskytem tumord
(Mosser 2003, Lee 2019).

Dermalni dendritické butiky jsou profesionalnimi antigen prezentujicimi buikami
derivovanymi z kostni dfené. Nezralé dendritické builky se nachazeji v mukéznich tkdnich a
kzi a rozpoznavaji antigeny patogenti pomoci PRRs (pattern recognition receptor). Po setkan{
s patogenem jej fagocytuji, maturuji a migruji lymfatickymi cévami do spadovych
lymfatickych uzlin, kde zpracovany antigen prezentuji na MHC II molekuldch CD4+ T
lymfocytim (Kotél etal. 2015). Spole¢né s regula¢nimi T lymfocyty jsou dermalni dendritické
bunky dualezité pro tvorbu a zachovani periferni tolerance (Lawton 2019). V soucasné dobé je
znamo, ze monocytarni bunky diferencované z myeloidni linie, vCetné makrofagl a
dendritickych buné€k, hraji kliCovou ulohu v polarizaci pfirozené 1 adaptivni imunitni
odpovédi. Produkei cytokini a chemokini podporuji proliferaci T lymfocytd ve sméru
k imunitni odpovédi Thl nebo Th2. Zaroveni samy podléhaji zménam v efektorovych a
sekre¢nich funkcich (Mantovani et al. 2004).

Mastocyty neboli zirné buriky jsou buriky myeloidni linie derivované z kostni dfené.
Krevnim obéhem se dostavaji do riznych tkani, kde pod vlivem lokalnich rustovych faktora
dozravaji (Lawton 2019). Mastocyty jsou mononukledrnimi burikami obsahujicimi
v cytoplazmé mnozstvi sekreCnich granul. Na povrchu plazmatické membrany maji Fce
receptory rozpoznavajici Fc oblast IgE. Navazanim alergenu na IgE protildtky na povrchu
mastocytl dochdzi k jejich degranulaci. Na zakladé€ obsahu sekrecnich granul rozlisujeme dvé
hlavni subpopulace mastocyti. MC(T) obsahuji ve svych granulich zejména tryptazy a
nachdzeji se v mukéznich membranach gastrointestinalniho a respiracniho traktu. MC(TC)

obsahuji v sekrecnich granulich mimo tryptaz také chymazy a karboxypeptiddzy a nachdzeji
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se zejména v pojivoveé tkani pobliz krevnich a miznich cév (Fong & Crane 2024). Mastocyty
jsou dulezitymi bunkami pfirozené imunity. Kdyz navazané IgE protilatky rozpoznaji antigen
a dojde k premosténi dvou Fc receptort, pak mastocyty degranuluji a vypousti do svého okoli
obsah svych granul s mnozstvim mediatorti. Nejdilezitéjsim mediatorem je histamin, ktery
zpusobuje chemotaxi leukocyti, konstrikci hladkych svali dychacich cest a zvySeni
permeability cév. Mastocyty také syntetizuji prozanétlivé prostaglandiny a leukotrieny a jsou

velmi dilezité v regeneraci tkani a angiogenezi (Fong & Crane 2024).

1.2. Klistata

Klistata jsou obligatni, hematofagni ektoparazité patiici do pavoukovci, fadu Ixodida, a
délici se do ti Celedi: Ixodidae (tvrda klist'ata), Argasidae (mékka klistata) a Nuttallielidae
(Oliver 1989). Klistata jsou rozsifena od tropti po subarktické oblasti a druhova rozmanitost
je nejveétsi v tropickych a subtropickych oblastech (Anderson & Magnarelli 2008). Klistata ke
svému vyvoji a rozmnozovani potiebuji ziviny ziskavané z krve hostiteld, zejména z fad
obratlovct a jejich sliny slouzi jako vehikulum celé fady patogent. NejCastéji se jedna o viry
a bakterie, ale je mozny i pfenos hub, prvokd a helmintd (Klompen et al. 1996). Vsechna
klist'ata prochézeji ¢tyfmi vyvojovymi stadii. Dospéla, plné nasata a oplozena samice klade
nekolik stovek az tisic vajicek do vlhkého substratu a proces sani a oplozeni se bud’ opakuje
(mekka klist'ata) nebo samice umira (tvrda klist'ata). Z vajicek se lihnou Sestinohé larvy, které
po nasati pfechazeji do metamorfozy a stavaji se z nich nymfy. Larvy mohou byt infikovany
transovarialn€ nebo sanim spole¢né s infikovanymi jedinci na jednom hostiteli a mize tak i
v tomto stddiu dochazet k prenosu patogent. Vzhledem k jejich velikosti si lidsky hostitel
nemusi byt ani védom pfitomnosti klistéte a mize dojit k pfenosu naptiklad borelidzy tzv. bez
klistéte. Ixoidni klistata maji pouze jedno stadium nymfy, u argasidnich klist'at je pocCet stadii
druhové variabilni. Mékka klistata se krmi po dobu nékolika minut az hodin nékolikrat
v kazdém ze Zivotnich stadii, zatimco tvrda kli§tata zastavaji obvykle pfisata na svém
hostiteli, krmi se po dobu nékolika dnt az tydnt a v kazdém vyvojovém stadiu v pripadé
plného nasati pouze jednou (Sonenshine & Roe 2014). Klistata a jimi pfendSené nemoci
ovliviiuji zdravi zvifat a lidi po celém svéte€ a jsou tak pii¢inou zna¢nych ekonomickych a
hospodarskych ztrat (Jongejan & Uilenberg 2004). To z nich Cini stfed pozornosti mnoha
vyzkumt, zdravotnika i Siroké odborné verejnosti. Zejména zajimaveé jsou klistéci sliny, které

svym komplexnim slozenim bioaktivnich molekul dokazi ovlivnit obranné prostredi
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hostitelovy tkané napadené klistétem ve prospech parazita (Nuttall & Labuda 2004, Horka et
al. 2009, Styer et al. 2011.)

.
P
7
Nyefor
v 0
? 3
3] 1]

E.\ové\/_

» <3

LOVE o \njitko
(2]

Obr.4: Zivotni cyklus ixoidnich klistat. (1) kladeni vajicek nakrmenou samici; (2) vylihnuti larev z vajicek;
(3) larvy se krmi na malych zviratech; (4) nakrmené larvy se preménuji v nymfy; (5) nymfy se krmi na vétsich i
malych zvifatech; (6) nymfy se méni v dospélce a krmi se na vétsich zviratech i lidech. (prevzato a upraveno

z Eremeeva et al. 2015)

1.2.1. Sliny klist'at

Klistata jsou uzpusobena dlouhodobému sani krve na hostiteli. Svym hypostomem
poskozuji pokozku a krmi se zkapky vylévajici se krve. Mezidruhové se li§i délkou
hypostomu a na ni zavislé hloubce praniku a také produkci cementu (Wikel 2013). Zejména
ixoidni klistata maji velké slinné zlazy produkujici sliny bohaté na latky ovliviiujici zanét,
bolest, svédeéni, hemostazu a prirozenou a adaptivni imunitu. Sliny jsou vyplavovany do
celého mista poskozeni a dostavaji se tak do kontaktu se vSemi bunkami ktize, nejvice pak
s keratinocyty, fibroblasty a imunitnimi burikami ktze, vCetné Langerhansovych bunék a
dermdlnich dendritickych bun¢k. Farmakologicka aktivita molekul slin je zavisla na ¢ase, po
ktery klisté na hostiteli saje a na obrannych mechanismech hostitele.

Prvni linii obrany spusténé pii mechanickém poskozeni kize hostitele kliStécim
hypostomem je hemostdza zahrnujici koagulaci, vazokonstrikci a agregaci desti¢ek.
Hemostaza aktivuje komplement a zanét. To se mimo jiné projevuje rapidni infiltraci
leukocytt do mista poSkozeni kiize (Francischetti et al. 2009). Zastavit nebo ovlivnit prubéh
hemostaze pomaha klistatim fada inhibitorti aktivatorQi desticek a proteaz, vazodilatanti a

dalsich molekul ovliviiyjicich koagulaci. Ve slinach byly identifikovany neproteinové
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vazodilatanty prostaglandiny a prostacyklin, protein HSR (histamin releasing factor), velké
mnozstvi inhibitord serinovych proteaz a fada koagula¢nich modulatort pfispivajicich
k vazodilataci a potlacujicich krevni srazeni (Ribeiro & Francischetti 2003, Dai et al. 2010,
Francischetti 2010, Chmelar et al. 2012, Wikel 2013). V krvi se dale nachazi kaskada
proteolyticky aktivovanych proteini zvana komplement, jejiz aktivace vede k produkci
chemotaktickych faktort, opsonini a tvorbé port v membranach mikrobti. Komplement maze
byt aktivovan tfemi cestami: klasickou, alternativni a lektinovou, které se sbihaji v konverzi
C3 slozky na C3a a C3b (Sarma & Ward 2011). Obecné se klistata nejCasteji zaméfuji na
inhibici alternativni cesty aktivace komplementu, ale konkrétni inhibitory jsou zdvislé na
druhu klistéte a nejucinnéji blokuji komplement v séru jejich pfirozenych hostitelt (Lawrie et
al. 1999, Wikel 2013). Keratinocyty, endotelialni buriky, kozni rezidentni leukocyty,
makrofagy a dendritické bunky se jako prvni setkdvaji s molekulami kliStécich slin,
pfenaSenymi patogeny nebo piimo s hypostomem a jsou tak aktivovany. Zacinaji produkovat
prozanétlivé cytokiny a chemokiny, které spolecné se slozkami komplementu plsobi
chemotakticky pro cirkulujici zanétlivé buiiky — neutrofily a monocyty (Heath & Carbone
2013, Wikel 2013). Spojnici mezi piirozenou a adaptivni veétvi imunitniho systému jsou
antigen prezentujici buriky, zejména pak dendritické buriky a makrofagy. Extrakt ze slinnych
zlaz klistéte Ixodes ricinus vede k redukci fagocytézy a inhibici produkce IFN-y, TNF,
superoxidu a NO makrofagy aktivovanymi spirochétami borélii, coz vede k inhibici jejich
zabijeni v myS§im hostiteli (Kuthejlova et al. 2001, Kyckova & Kopecky 2006). Prostaglandin
E2 ze slin klistéte I scapularis inhibuje produkci TNF a IL-12 dendritickymi butikami
aktivovanymi skrz TLR-2, TLR-4 a TLR-9, potlacuje schopnost bun¢k stimulovat specifickou
CD4+ T Ilymfocytarni proliferaci snizenim exprese kostimulacni molekuly CD40
dendritickymi buiikami a snizuje produkci IL-2 (Sa-Nunes et al. 2007). Maturace a
diferenciace dendritickych bunék je inhibovana také v pfitomnosti slin klistat A. cajannese, I.
ricinus, R. sanguineus a R. appendiculatus (Cavassani et al. 2005, Fialova et al. 2010, Preston
et al. 2013, Carvalho-Costa et al. 2015). Molekuly ve slinach klistat inhibuji celou fadu
prozanétlivych cytokini a chemokini, véetné TNF-a, IFN-y, IL-1, CCL3 (Vancova et al.
2007, Prevot et al. 2009, Wu et al. 2010). Pasobi také na proces angiogeneze a snizuji rychlost
reparace poskozené tkané navazanim molekul kli§técich slin na faktory TGF-f3, PDGF a FGF
(Wikel 2013).

Sani klist'at aktivuje humoralni i buné¢nou slozku adaptivni imunitni odpovédi obratlovct

(Brossard & Wikel 2004). Pfimou interakci molekul slin s B a T lymfocyty, redukci schopnosti
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prezentace antigenu a rozpustnymi mediatory ovliviiuje klisté efektivitu adaptivni reakce.
Casto byva potladena sekrece cytokind asociovanych s Thl odpovédi (IL-2, IFN-y) a
podpotena Th2 cytokinova produkce (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) (Steen et al. 2006, Kazimirova
& Stibraniova 2013).

1.3. Virus klistové encefalitidy

Virus klistové encefalitidy zpusobuje zavazné neurologické onemocnéni — klistovou
encefalitidu. Je jednim z nejCetné€ji se vyskytujicich arboviri v nejméné 27 evropskych a
asijskych zemich. TBEV je fazen do rodu Flavivirus Celedi Flaviviridae, kam patii 1 dalsi
patogeny prenasené klistaty a komary na savci hostitele, véetné lidi. Jsou jimi napfiklad virus
zluté horecky, dengue virus, Zika virus, virus japonské encefalitidy nebo West Nile virus.
Existuje n€kolik subtypi TBEV — evropsky, sibifsky, dalnévychodni (Tonteri et al. 2013) a
v posledni dobé¢ identifikované subtypy Bajkalsky a Himadlajsky (Kozlova et al. 2018, Dai et
al. 2018). Rocné je hlaseno az 15 000 ptfipadii onemocnéni. TBEV je ve vétsine piipadu
prenasen kousnutim infikovaného klistéte (Tonteri et al. 2013), nékdy je ovSem pienos mozny
1 pozitim nepasterovaného mléka (Bogovic & Strle 2015), krevni transfuzi (Leiby & Gill
2004), transplantaci organu (Lipowski et al. 2017), kojenim (Kerlik et al. 2022) a vyjimecné i

expozici v laboratofi (Avsic-Zupanc et al. 1995).

1.3.1. Struktura a genom TBEV

Viriony klistové encefalitidy maji primeér asi 50nm, sféricky tvar a jsou srovnatelné
s morfologii jinych flavivird. Jsou slozeny z nukleokapsidy (NK) obklopené membranou
slozenou z lipidd ziskanych od hostitele, virovymi obalovymi proteiny (E) a membranovymi
proteiny (M). Povrch virionu je pokryt malymi vystupky tvofenymi glykany navazanymi na
podjednotky proteinu E. Nukleokapsida je formovidna mnoha kopiemi kapsidového proteinu
(C) obalujicimi jedinou kopii virové ssSRNA o pozitivni polarite a délce ptiblizné 11kb (Fiizik

et al. 2018, Chiffi et al. 2023).
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Obr. 5: Struktura virionu klistové encefalitidy (prevzato z Chiffi et al. 2023).

Jednovlaknovd RNA koduje jeden otevieny cteci ramec (ORF), ktery je lemovan
nekodujicimi oblastmi. Nekodujici oblast na 5” konci (5’UTR) je dlouha 95-132 nukleotida a
je zakonCena 5’ Cepickou typu I, za kterou nasleduje konzervovana struktura smycky. Na
druhém konci je 3°UTR dlouha 400-700 nukleotidt a je rozdélena na dvé domény, a to 5°
koncovou variabilni oblast a 3° koncovy core element, ktery je mezi kmeny TBEV vysoce
konzervovany a obsahuje sekvenci nezbytnou pro replikaci virového genomu (Sakai et al.
2015). Variabilni oblasti se mezi subtypy TBEV lisi a nékdy obsahuji polyA sekvence, jejichz
mutace (delece nebo inzerce) byly pozorovany u kment pasazovanych na savc¢ich bunkach a
izolovanych od lidskych pacientd a souviseji s adaptaci viru na savéi buriky a virulenci
(Formanova et al. 2015, Chiffi et al. 2023).

Otevieny cteci ramec je prekladan do polyproteinu, ktery je zpracovavan virovymi a
bunécnymi proteazami na tfi strukturni proteiny (C, prM a E) tvotici stavbu virionu a sedm
nestrukturnich proteind (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5) zodpovédnych za
replikaci viru v burice (Pulkkinen et al. 2018). Kapsidovy protein C je lokalizovdn na
termindlnim konci pfepisovaného polyproteinu a translatovan jako prvni. C protein interaguje
s virovou RNA a tvoti strukturni komponentu nukleokapsidy. V infikovanych buikach je C
protein akumulovan na povrchu endoplazmatického retikula. DalSimi dvéma strukturnimi
proteiny jsou prM glykoprotein a obalovy protein E. Ty jsou spojovdny za vzniku
heterodimerti, které se zaclenuji do nezralych virioni. Nejdualezitéjsi funkci glykoproteinu
prM je chaperonova cinnost podporujici skladani a maturaci proteinu E. Pfi prichodu
nezralych viriond na povrch bunky pfes endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex chrani
proteiny prM proteiny E v heterodimeru pied pfed¢asnym splynutim zptisobenym nizkym pH

v transportnim vezikulu. Pfed opusténim buriky je prM Stépen proteazou furinem na
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membranovy protein M, coz vede k preskupeni proteint E na povrchu a zrani virovych castic.
Protein E se zd4 byt hlavnim faktorem virulence TBEV, jelikoz zprostiedkovava vstup viru
do bunék interakci s bunénymi receptory. Obsahuje také hlavni virové antigeny, proti nimz
jsou vytvareny neutralizacni protilatky (Gritsun et al. 1995, Chiffi et al. 2023, Pustijanac et al.
2023, Kwasnik et al. 2023).

1.3.2. Replikace

Virus se pii infekci nejprve navaze na receptory na povrchu hostitelskych bunék
prostfednictvim obalového glykoproteinu E. Do bunky vstupuje endocytézou nebo
mikropinocytézou v klathrinovych vaccich. VSechny receptory, které virus pro vstup do
buniky vyuzivd, se zatim nepodafilo identifikovat. Hlavnimi kandidaty nebo jiz popsanymi
receptory jsou vysoce konzervované glykosaminoglykany (heparansulfit), aV[33 integrin
nebo protein vazajici laminin (Kozlovskaya et al. 2010). Nizké pH endozomadlniho vezikulu
indukuje konformacni zmény E proteinu, které vedou k preskupeni dimerti do trimerické
formy. To indukuje fuzi virového obalu s membrdnou vezikulu a virovd nukleokapsida je
dopravena do cytoplazmy, kde je uvolnéna RNA. Pozitivné polarizovana virova RNA slouzi
jako templat pro transkripci negativniho fetézce a pro pfimou translaci virového polyproteinu.
Po syntéze polyproteinu dochdzi k jeho §tépeni na jednotlivé proteiny. Nove syntetizovany
negativni fetézec je pouzit pro transkripci pozitivné polarizovaného fetézce virové RNA.
Strukturni proteiny prM a E jsou premistény do lumen endoplazmatického retikula (ER) a
proteiny C zabali nové syntetizovanou pozitivné polarizovanou RNA do nukleokapsidy.
Nukleokapsida je obalena glykoproteiny prM a E spojenymi do heterodimert. Nezralé viriony
jsou transportovany pres Golgiho komplex a pfeménény na zralou formu St€penim proteinu
prM proteinovou konvertdzou furinem pfitomnou v Golgiho apardtu. Zralé viriony jsou
transportovany sekrecni cestou a uvolnény z hostitelskych bunék fuizi membrany transportniho
vezikulu s plazmatickou membranou (Allison et al. 2003 Chiffi et al. 2023, Pustijanac et al.
2023).

Stejné jako vSechny RNA viry s pozitivni polaritou, i TBEV se replikuje v cytoplazmé
v tésném spojeni s intraceluldrnimi membrdnovymi strukturami vyvolanymi virem, tzv.
replika¢nimi kompartmenty. Tyto kompartmenty vznikaji jako invaginace endoplazmatického
retikula. Tim, ze replikacni kompartmenty poskytuji leSeni pro ukotveni replika¢niho
komplexu omezuji difuzi virovych a hostitelskych proteind, ¢imz zvysuji lokalni koncentraci
slozek potfebnych pro syntézu RNA a poskytuji optimalni mikroprostiedi pro replikaci virové

RNA. Replika¢ni kompartmenty navic chrani proces replikace viru pred kontrolnimi
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mechanismy buriky naptiklad zabranénim rozpoznani dvouvlaknového meziproduktu RNA

bunécnymi PRRs (Miorin et al. 2013, Morita & Suzuki 2021).

1.3.3. Pfenos viru

TBEV byl identifikovan ve slinach 22 druht klistat z Celedi Ixodidae. Primarnim
prenasedem je klisté Ixodes ricinus v Evropé a Ixodes persulcatus v Pobalti, Rusku, Cing a
Japonsku. Mezi dalsi druhy prenaSecu patii Ixodes hexagonus, Ixodes ovatus, Haemaphysalis
spp. a Dermacentor spp. (Pukhovskaya et al. 2018, Boulanger et al. 2019). Klisté se nakazi pfi
sani na infikovaném hostiteli, nejcastéji malych hlodavcich slouzicich jako rezervoar viru,
nebo pii spoleCném sani infikovaného a neinfikovaného klistéte na hostiteli bez znamek
infekce. Zivotni cyklus klistat sestava ze &tyf vyvojovych stadii: vajicko, larva, nymfa a
dospélec. Virus se mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii prenasi transstadialné. VSechna
vyvojova stddia mohou byt zdrojem infekce. Larva, nymfa i dospélec vyzaduji krmeni, aby
mohla prejit do dalSiho stadia vyvoje. Doba sani se u jednotlivych stadii 1i8i — larvy se krmi 2-
4 dny, nymfy 3-5 dni a dospélé samice az 10 dni.

Virus klistové encefalitidy se mnozi ve stfevech klistéte a poté migruje do slinnych zlaz,
které jsou zdrojem infekce pro dal§iho hostitele. Pfi sani je virus do hostitele vyplavovan
spole¢né se slinami v prvnich 24-48 hodinach. Klistata saji také na vétSich savcich, jakymi
jsou napriklad srny, jeleni, kozy, ovce nebo kravy. VEtsi zvitata sice vykazuji vétSinou pouze
nizky stuperi virémie, nicmén¢ virus se mize z krve prenaset do mlécnych zlaz a nasledné se
vyluCovat v mléce, které muze byt zdrojem infekce pro clovéka konzumujiciho
nepasterizované mléko ¢i mlééné vyrobky (Donchenko et al. 2005, Holzmann et al. 2009,
Caini et al. 2012). Lidé jsou povazovani za nahodné hostitele klistat, coz znamen4, Ze se u
nich mize rozvinout virémie a onemocnéni, ale jsou mrtvym bodem piirozeného cyklu viru
(Chiffi et al. 2023). Nejcastéji se clovek nakazi praveé kousnutim infikovaného klistéte.

Pro rozvoj infekce musi virus prekonat nékolik ochrannych bariér lidského hostitele. To
zprostredkovavaji molekuly v kliStécich slinach, které tispé$Sné moduluji a potlacuji obranné
reakce, véetné pocitu bolesti, svédéni, hemostazy, zanétu a adaptivni imunity. Prvotni
replikace TBEV probiha lokaln€ v misté kousnuti klistétem, predev§im pak v dermdlnich
dendritickych a Langerhansovych burikach, které po aktivaci migruji do spadovych
lymfatickych uzlin. V lymfatickych uzlindch dochézi k dalsi virové replikaci, Sifeni viru do
krevniho obéhu a primarni virémii. Pokud neni virus v této fazi odstranén imunitnim
systémem hostitele, rozsifi se do perifernich organt a tkani, coz vede k sekundarni virémii

(Ruzek et al. 2019, Chiffi et al. 2023).
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Béhem sekundarni virémie muze TBEV piekonat hematoencefalickou bariéru, ktera
fyziologicky a anatomicky chrani centralni nervovy systém, oddéluje mozkovy intersticialni
prostor od krevniho fecisté, poskytuje kontrolované mikroprostedi nezbytné pro komplexni
nervovou signalizaci a interakce mozku a usnadiiuje komunikaci mezi periferii a CNS,
predevsim prostiednictvim cytokini (Dorrbecker et al. 2010). Propustnost endotelovych
bunék hematoencefalické bariéry mize byt pusobenim cytokind (TNF-a, IL-6) zvySena.
Mechanismem ,,trojského koné“ pronikd TBEV do CNS v infikovanych buiikach imunitniho
systému, vCetné€ dendritickych bunék, monocytt, neutrofilt, makrofagii nebo T lymfocytu
(Banks & Erickson 2010, Dorrbecker et al. 2010). Dal§im moznym vstupem je infekce
endotelialnich bun¢k nebo bunék epitelu choroidalniho plexu, pti které dochéazi k puceni viru
na druhé stran¢ hematoencefalické bariéry. Histopatologické studie u lidi ukazuji, ze po vstupu
do CNS vykazuje TBEV afinitu k buikam bazélnich ganglii, mezencefalu, diencefalu,
prodlouzené mise a k buiikam prednich rohti misnich (Gelpi et al. 2005, Ruzek et al. 2019).

Pii prenosu z nepasterovaného infikovaného mléka preziva virus v kyselém prostiedi
zaludku az dvé hodiny, coz umoziiuje jeho prichod do duodena, kde infikuje bunky stfevniho
epitelu. Odtud je pfenaSen na dendritické bunky, jez po aktivaci migruji do spadovych
lymfatickych uzlin a proces pokracuje podobné, jako pii kousnuti klistétem (Dorrbecker et al.

2010, Chiffi et al. 2023).

1.3.4. Imunitni odpoveéd

Virus klistové encefalitidy je buitkami pfirozené imunity rozpoznavan pomoci Toll like
receptori a RIG-I-like receptorti (Takeuchi & Akira 2009). Tim je aktivovan IFN regulacni
faktor IRF-3 a je podnicena sekrece interferont, predevsim pak IFN typu I, ktera je prvni linii
protivirové obrany. Tato odpovéd kontroluje Sifeni patogenu tim, ze reguluje syntézu
inhibicnich efektorovych proteinl a cytokini (Dorrbecker et al. 2010, Chiffi et al. 2023).

Rada flavivirt véetné TBEV zpUsobuje stres endoplazmatického retikula bud’ hromad&nim
virovych proteinti nebo modifikaci membran ER. To pak muze vést k aktivaci drahy odpovédi
na neslozené proteiny (unfolded protein response, UPR) prostfednictvim stresové reakce
zpusobené hromadénim neslozenych nebo chybné slozenych proteinti v ER. Bylo prokazano,
ze tato draha UPR je aktivovéana difive, nez drdha IRF-3 indukuje pfislusné geny. Reakce
neslozenych proteint jako takova predstavuje fyziologickou reakci buiiky po virové infekci, a
navic podporuje rozpoznavani vzort prostiednictvim drahy IRF-3, aby umoznila protivirovou

odpoveéd’ s vyssi ucinnosti (Kunitski et al. 2019).
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U&inna obrana hostitele proti virové infekci vyzaduje kombinované pasobeni vrozeného a
adaptivniho imunitniho systému, které propojuji zejména dendritické buiiky (Mellman 2013).
Nezralé dermalni dendritické buriky a Langerhansovy bunky nachazejici se v kiizi fagocytuji
TBEV a migruji do spadovych lymfatickych uzlin, kde po dozrani prezentuji antigeny a
aktivuji naivni T-lymfocyty, které nasledné diferencuji na Thl, Th2 a Tc lymfocyty
(Dorrbecker et al. 2010). Virus nebo molekuly kliStécich slin mohou ovliviiovat funkce
dendritickych bun¢k. Infekce virem Langat, ktery je blizce piibuzny TBEV narusuje proces
zrani DC potlacenim exprese kostimula¢nich molekul a inhibici produkce IL-12. Takto
potlaceny nezraly fenotyp nemuze aktivovat a indukovat proliferaci T lymfocyta (Labuda et
al. 1996, Robertson et al. 2014).

Dal$imi dalezitymi bunkami migrujicimi do mista infekce jsou neutrofily. Ty, v odpoveédi
na TNF-a, zvySuji svou fagocytickou aktivitu, degranulaci a mnozstvi volnych radikalt
kysliku a dusiku. Prozanétlivé cytokiny produkované aktivovanymi neutrofily putsobi
chemotakticky na makrofagy a dendritické buriky (Dorrbecker et al. 2010, Chiffi et al. 2023).
NK buriky jsou v protivirové imunité dilezité, jelikoz rozpoznavaji a zabijeji infikované
buriky v asné fazi infekce, ¢imz omezuji replikaci a Sifeni viru. NK burtiky zprostfedkovava;ji
cytolyzu infikovanych bunék sekreci cytoplazmatickych granul obsahujicich perforin a
granzymy, indukci apoptézy pomoci Fas ligandu a na protilatkach zavislé cytotoxicité
(ADCC). Dale produkuji fadu cytokini a chemokint, ¢imz pfimo moduluji adaptivni imunitn{
odpovéd (Jost & Altfeld 2013). CD8+ a CD4+ T-lymfocyty rozpozndvaji virové antigeny
v kontextu s MHC 1. a IL. tfidy. Cytotoxické CD8+ T-lymfocyty zabijeji infikované buiky
sekreci perforinu a granzymu a sekreci cytokini (IFN-y, TNF a IL-2). T-lymfocyty se po
aktivaci diferencuji na specificky typ a po likvidaci infekce Cast z nich zistava ve formeé
pamétovych T-lymfocytt, které dlouhodobé€ prezivaji a pfi opé€tovné expozici stejnému
antigenu podléhaji robustni proliferaci s efektorovou funkci (Blom et al. 2018). CD4+ T-
lymfocyty kontroluji virovou infekci riznymi mechanismy, vcetné aktivace zanétlivé
odpovédi, aktivace CD8+ T-lymfocytl, produkce zanétlivych a protivirovych cytokini nebo
ptimych cytotoxickych ucinku proti infikovanym buikam prostfednictvim ligandu Fas (Ruzek
et al. 2019).

Zda se, ze nachylnost ke klistové encefalitidé je ovlivnéna mutacemi v chemokinovém
receptoru CCRS5, ktery je exprimovan Sirokou Skalou leukocyti, vCetné aktivovanych T-
bunék, NK-bun¢k a monocyti/makrofagi. CCRS hraje dulezitou roli pfi transmigraci
leukocytt pres hematoencefalickou bariéru. Bylo prokazano, ze delece v CCR5 (CCR5A32)

je vyznamné Cast€jsi u pacientd s TBE nez v bézné/odpovidajici kontrolni zdravé populaci.
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To naznacuje, ze CCR5 ma zasadni vyznam pro nasmérovani T-lymfocytd smérem k mozku
za ucCelem odstranéni infekce (Kindberg et al. 2008, Dorrbecker et al. 2010).

Dalsim dulezitym aspektem imunitni odpovédi proti TBEV jsou protilatky produkované
aktivovanymi B lymfocyty. Nachdzime je v krvi a mozkomiSnim moku. Neutralizacni
protilatky nejcastéji cili na epitopy virového glykoproteinu E a vyuzivaji tfi mechanisma
ucinku: pfima inhibice vazby na receptor, neutralizace uvniti endozomu a Fc receptorem
zprosttedkovana lyza burikami retikuloendotelialniho systému. Ochranu poskytuji také
protilatky anti-NS1, které se pravdépodobné vazi na NS1 antigen prezentovany na povrchu
infikovanych bunék a spousti tak jejich lyzu komplementem nebo ADCC (Ruzek et al. 2019,
Salat et al. 2020).

1.3.5. Nemoc

Nemoc se manifestuje u vétSiny nakazenych TBEV. Rozdilné subtypy viru se vzajemné
1i§i mirou virulence a zdvaznosti onemocnéni, kdy nejvy§si mortalitu vykazuje dalné vychodni
TBEV (30%), poté sibifsky (6-8%) a neyméné evropsky (1-2%) (Tonteri et al. 2013). Infekce
evropskym subtypem TBEV je typicky dvoufdzové onemocnéni. Prvni faze odpovida
primdrni virémii a objevuje se 2-28 dni po infekci. Charakteristické projevy pfipominajici
chiipku zahrnuji myalgii, artralgii, inavu, cefaleu a bolest v krku doprovazené febriliemi a
ne¢kdy zvracenim. Po 2-7 dnech symptomy vétSinou odezni. Ve druhé fazi prichazejici po
asymptomatické pauze se zacinaji objevovat neurologické piiznaky, které jsou velmi
interindividualné variabilni (Ruzek et al. 2019). Klinické manifestace infekce CNS mohou
zahrnovat meningitidy, encefalitidy, myelitidy, radikulitidy nebo kombinace vyS§e zminénych.
V porovnani s evropskym subtypem, daln€¢ vychodni a sibifsky zpusobuji vétSinou
jednofazové onemocnéni (Mansfield et al. 2009, Ruzek et al. 2010). Pribéh onemocnéni je

znazornén na obrazku 6.

Inkubace Fazel. Remise Fazell
2-28 dni chfipkové symptomy ~ 7 dni Siroké spektrum neurolegickych symptomi

A

4——2-6dni ——p ~ 3 tydny

r'y
v

Zavaznost symptom

Cas

Obr. 6: Bifazicka manifestace klistové encefalitidy (vytvoreno v BioRender app).
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Lidé, ktefi onemocnéli kliStovou encefalitidou si mohou nést dlouhodobé néasledky
onemocnéni, coz predstavuje vyznamnou ¢ast celkové medicinské zatéze zplisobené TBEV.
Kromé paralytickych syndromu se u 40-50% pacientt po akutni kli§tové encefalitidé objevuje
postencefalicky syndrom (PES), ktery ma vliv na zékladni denni aktivity a kvalitu zivota.
Nejcastejsimi priznaky jsou kognitivni poruchy, neuropsychiatrické potize, vCetné apatie,
podrazdénosti, problémi s paméti a soustiedénim, a zména spankového rezimu (Bogovic &
Strle 2015, Ruzek et al. 2019).

Na klistovou encefalitidu neexistuje zadna specificka protivirova 1écba. Pacienti jsou
hospitalizovani na zaklad€ zavaznosti projevi onemocnéni a léCeni symptomaticky. Jedinou
ucinnou profylaxi proti TBEV zistava imunizace. Vakcina proti TBEV sestava ze tii davek
v prvinim roce a poté jedné posilujici davky kazdych tii az pét let (Chrdle et al. 2016). TBEV
vakcina je vysoce ucinna a uspésné vakcinacni programy vyznamné zredukovaly mnozstvi

TBE pripada v endemickych zemich.

2. Cile prace

e Priprava primarni kultury mysich keratinocyta
e Piiprava extraktu ze slinnych zlaz Ixodes ricinus
o Infekce keratinocyti TBEV s a bez klistécich slin/ SGE; vyhodnoceni vlivu klistécich
slin/ SGE na virovou replikaci
e Vyhodnoceni imunitni odpovédi keratinocytt
e Detekce pritomnosti a mnozstvi IFN-A a IFN-f3
e Zjisténi antivirového efektu interferona pfi infekci keratinocytd TBEV

e Zhodnoceni efektu klistécich slin/ SGE na protektivni funkci interferont
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3. Material a metody

3.1. Materidl

3.1.1. Mysi

V diplomové praci byla pro ziskani primarni kultury myS$ich keratinocytt pouZita Cerstve
narozena mlad’ata inbredniho kmene mysi C57BL/6N odejmuta od matky 2-5 dni po narozeni.
Mysi byly chované za standardnich podminek ve zvéfinci Parazitologického ustavu

Biologického centra Akademie véd Ceské republiky.

3.1.2. Morcata

Mor¢ata byla pouzita k nasati kligtat. Cast kligtat sajicich na mor&atech byla pouZita pro
sbér klistécich slin a €ast k extrakci slinnych zlaz. Morcata byla chovéana za standardnich
podminek ve zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd Ceské

republiky.

3.1.3. Primarni kultura

K pokustm byla pouzita primarni kultura mySich keratinocyta ziskana trypsinizaci kazi
Cerstvé narozenych mys$i. Buiky byly seSkrabany ze spodni strany epidermis a nasledné
promyty. Po ziskdni byly keratinocyty prvni den kultivovany v Plating médiu v termostatu pfi
teploté 37 °C a 5% CO..

Nasleduyjici den jim bylo médium vymeénéno za rustové médium pro keratinocyty, ve

kterém byly nadéle kultivovany.

3.1.4. Bunécna linie

K vyhodnoceni pokusi metodou plakové titrace byla pouzita bunécna linie AS549
(imortalizovand bunécnd linie lidského nemalobunétného karcinomu plic), kterd byla
kultivovdna v DMEM médiu (10% BOFES, ATB, glutamin) pfi teploté 37 °C a 5% COo.
Slozeni média je popsané v tabulce I. A549 jsou buriky piisedlé a jejich pasaz je provadeéna

trikrat tydné.
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Tab. I: Slozeni média pro kultivaci bunécné linie A549.

Chemikalie Vyrobce/ dodavatel
DMEM Biosera
glutamin Biosera
ATB (streptomycin + penicilin) Biosera
10% BOFES Biowest

3.1.5. Virus klistové encefalitidy
K infekci keratinocyt byl pouzit Cesky kmen Hypr viru klistové encefalitidy pomnozeny

na VERO buiikach. Titr tohoto kmene byl 5.107 PFU/ml.

3.1.6. Média
3.1.6.1.  Air médium

Air médium bylo pouzito jako prvni médium pii pfipraveé primarni kultury keratinocytu.
Oddélovaly se v ném vrstvy kiize — epidermis od dermis a prob&hla v ném prvni dvé promyti

ziskanych keratinocyti. Slozeni média je popsané v tabulce II.

Tab. 11: Slozeni Air média.

Chemikalie Vyrobce/ dodavatel
RMPI + GL + HEPES Gibco
ATB (streptomycin + Biosera
penicilin)
Dialyzované FBS Gibco
(fetdlni bovinni sérum)

3.1.6.2.  Plating médium
Plating médium bylo pouzito ke dvojimu proplachnuti ziskanych keratinocyti po promyti
bunék Air médiem. Zaroven bylo pouzito k prvnimu nasazeni keratinocytt na panely ak jejich

kultivaci v prubéhu primarnich 24 hodin. Slozeni média je popsané v tabulce III.
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Tab. 11I: Slozeni plating média.

Chemikalie Vyrobce/ dodavatel

MEMa Gibco

ATB (streptomycin + penicilin) Biosera

glutamin Biosera
Dialyzované FBS (fetdlni bovinni sérum) Gibco
ITS (insulin-transferin-selenium) Gibco
EGF Human Recombinant (epidermal Gibco

growth factor, 500ug/ml)
IM CaClz Sigma-Aldrich

3.1.6.3.  Growth médium
Growth (rastové) médium bylo ke keratinocytim piidano po primarni kultivaci v Plating
médiu a bylo pouzito k jejich nédsledné kultivaci 1 ve vSech nasledujicich experimentech

s keratinocyty.

Tab. 1V: SlozZeni ristovéeho média.

Chemikalie Vyrobce/ dodavatel
Keratinocyte — SFM Gibco
ATB (streptomycin + Biosera
penicilin)
glutamin Biosera
BSA (bovine serum Biowest
albumin, 50mg/ml v MEMa
+ 1% ATB)
ITS (insulin-transferin- Gibco
selenium)
IM CaClz Sigma-Aldrich
EGF Human Recombinant Gibco
(epidermal growth factor,
500ug/ml)
BPE (bovine pituitary Gibco
extract)

25



3.1.7. Sliny

Sliny byly ziskany z dospélych samic Ixodes ricinus. Klistata sala na morcatech po dobu
6-7 dni, nacez byla manualné odstranéna, aby nedoslo k jejich plnému nasati. Salivace byla
stimulovdna 5% roztokem pilokarpinu v 70% etanolu a sliny byly sesbirdny do kapilary,

prefiltrovany a pro pozdéjsi pokusy uchovany pii teploté -70 °C.

3.1.8. Extrakt ze slinnych zlaz

Extrakt ze slinnych zlaz (SGE) byl ziskan z dospélych samic kli§t'at Ixodes ricinus sajicich
na morcatech. Klistata byla z morcat odstranéna manualnég, tzn. Ze nedoslo k pInému nasati
klist'at a samovolnému odpadnuti. Kli§tatim byly extrahovany slinné zlazy, které byly v PBS
zhomogenizované a pro nasledujici pokusy nafedéné v rastovém médiu na koncentraci

20ug/ml. Extrakt ze slinnych zlaz byl uchovan ve zkumavce pii teploté -70 °C.

3.2. Metody

3.2.1. Prfiprava primarni kultury keratinocyta

Mlad’ata mysSiho inbredniho kmene C57BL/6N stard 3-5 dni byla nejdfive zabita
zchlazenim na ledu a dekapitaci. Nasledné jim byl odstranén ocas a koncetiny a télo bylo
omyto v 70 % etanolu. Ke stazeni kize byly pouzity ostré nazky, kterymi byla nastfizena
dorsalni strana téla smérem od ocasu ke krku. Poté bylo obnazené té€lo uchopeno jednou
pinzetou a druhou byla cela kiize stazena. Kize byla omyta v 70 % etanolu, vymackana
pinzetou a vlozena do Petriho misky s 0,25 % trypsinem v HBSS, kde byla inkubovana pres

noc pii 4°C.

Obr. 7: Priprava keratinocytii. Zleva doprava: kiize mladat namocené v 0,25% trypsinu, sediment tvoreny

keratinocyty po centrifugaci; keratinocyty ctvrty den po nasazeni. (viastni fotografie).
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Druhy den probéhla vlastni trypsinizace v inkubatoru pti 37 °C a 5 % CO2 po dobu 15
minut. Po dokonceni inkubace byly kiize preneseny do Petriho misky naplnéné 15ml Air
média, v niz byla oddélena epidermis od dermis a pomoci stérky seSkrabany keratinocyty ze
spodni strany epidermis. Nasledné bylo zakalené médium s keratinocyty preneseno do
centrifugacni zkumavky a sto¢eno po dobu 5 minut pfi 1000rpm. Poté byl odsét supernatant,
pfidano médium, buriky resuspendovany a centrifugace a promyti bunék provedeny jesté
tiikrat — jednou s Air médiem a dvakrit s Plating médiem. Po poslednim promyti bylo
k bunkam ptidano Plating médium a keratinocyty byly spocitany v Biirkerové komurce. Po
spocitani bylo ke keratinocytim pfidano takové mnozstvi Plating média, aby se dosahlo
pozadovaného mnozstvi bunék pro nasazeni.

Keratinocyty byly pfi prvni pfipravé nasazeny na tfi panely o 6 jamkach. Do kazdé
jamky byly nasazeny 2ml buné¢né suspenze v mnozstvi 2 x 10° buné&k/ ml. Pii dalsi pfipravé
keratinocyti byly v tomto kroku pouzity 96 jamkové panely, kde bylo do kazdé jamky
nasazeno 200ul bun&né suspenze v mnozstvi 2 x 10° bunék/ ml. Panely byly pfes noc
inkubovany v termostatu pii 37 °C a 5% COa.

Dalsi den byly buriky nejdfive zkontrolovany pod mikroskopem a nasledné jim bylo
vyménéno médium za rustové médium pro keratinocyty, ve kterém byly nadale kultivovany.
Médium bylo ménéno kazdé tfi dny.

Cast bunék byla zamrazena. Keratinocyty byly uvolnény ze dna paneld pomoci trypsinu a
rozsuspendovany v médiu. Polovina keratinocyti byla zamrazena v Air médiu a druha
v Growth médiu. Do kryozkumavek bylo pfidano 900ul bunécné suspenze spolu se 100ul
dimethylsulfoxidu jako kryoprotektiva. Zkumavky byly nejdfive zamrazeny pii -70 °C po
dobu 4 hodin a poté presunuty do tekutého dusiku.

3.2.2. Extrakce slinnych zlaz a ptiprava SGE

Pti ptipravé extraktu ze slinnych zlaz jsme postupovali dle protokolu Patton et al. 2012.
Extrakt ze slinnych zlaz byl ptipravovan ze samic klistéte Ixodes ricinus sajicich na morcatech
po dobu 1, 3 a 6 dni. Morcatiim byla oholena zada, na lysé misto byl pomoci lepidla ptilepen
molitanovy krouzek, do kterého byla nasypana klistata a byl prekryt sitkou (obrazek 2).
Klist'ata sajici po dobu 1 dne sala na jednom morceti. Klistata krmici se po dobu 3 a 6 dni sdla

spolecné na druhém morceti.
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Obr. 8: Morce s molitanovym krouzkem urcenym k sani klistat (autorka ilustrace: Zuzana Sabatkova).

Pred vlastni autopsii byla pfipravena binolupa, sklicka s oboustrannou lepici paskou,
pinzety a nizky vydesinfikované 70% etanolem, kddinka s 15% etanolem a dvé zkumavky
s PBS. Klistata byla nejdfive desinfikovana v 15% etanolu, osusSena bunicinou a pfilepena
ventralni ¢asti na oboustrannou lepici pasku na sklicku. Pod binolupou byla klistéti odstfizena
dorsdlni ¢ast a obnazeny organy. Na sklicko a oteviené klisté bylo naneseno nékolik kapek
PBS a pomoci pinzety byla z dutiny opatrné odstranéna stieva, ¢imz do§lo k ozfejméni
slinnych zlaz. Ty byly pomoci jiné pinzety opatrn€ vyjmuty a omyty v nékolika kapkach PBS
umisténych na podloznim sklicku. Slinné zlazy byly sesbirany do zkumavky obsahujici 300ul
PBS a uchovany pii -70 °C. Pitvu klistéte dokumentuje obrazek 3.

Obr. 9: Pitva klistéte nasatého 3 dny provadena pod binolupou. Zleva doprava: klisté prilepené na podloznim
sklicku; odstriZeny hitbet a obnaZend stieva; odstranénd stieva a viditelné slinné Zlazy; slinné Zldzy v PBS

(vlastni fotografie).
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Po extrakci slinnych zlaz ze vSech klistat probéhla homogenizace vzorkd. Vzorky byly
rozmrazeny a pieneseny do zkumavek uréenych k homogenizaci. Do kazdé zkumavky byla
vlozena homogenizacni kulicka a objem byl doplnén na 500ul pomoci PBS. Vlastni
homogenizace probehla po dobu 3 minut a poté byly vzorky centrifugovany pii S000rpm po
dobu 10 minut. Ziskany supernatant byl odsat do nové zkumavky.

Ve zhomogenizovanych vzorcich byla zméfena koncentrace proteini metodou dle
Bradfordové. Absorbance byla méfena ve vinovych délkach 450nm a 595nm a vypocitana dle

rovnice kalibrac¢ni ptimky. Vysledky jsou uvedeny v tabulce V.

Tab. V: Pocty Klistat sajicich dany pocet dni a koncentrace proteinu v SGE.

Doba sani Pocet klist'at Koncentrace proteinu
(ug/mb

1 den 24 487,899

3 dny 15 442,648

6 dni 15 898,779

3.2.3. Sbér slin

Sliny byly ziskdny z dospélych samic druhu Ixodes ricinus sajicich na mor¢atech po dobu
7 dni. Po manualnim odstranéni z morcat byla kli§tata umisténa na podlozni sklicko a
znehybnéna pomoci oboustranné lepici pasky. Na hypostom a jednu palpu (makadlo) jim byla
pfipevnéna kapilara, ktera byla navic jesté fixovana pomoci plasteliny (obrdzek 10). Na hibet
samic byl nakapdn 5% roztok pilokarpinu v 70% etanolu v mnozstvi lul na jedno klisté.
Roztok indukoval salivaci a sliny byly jimdny do pfipevnéné kapilary. Klistata byla takto
umisténa do vlhké komurky a ponechana po dobu 2 hodin v termostatu pii teploté 37°C a 5%
CO:z. Po uplynuti této doby byly sliny sesbirany a prefiltrovany pres filtr 0,22 um pro zajisténi
sterility. Ve slindch byl uréen obsah proteinu metodou dle Bradfordové. Pro nasledujici
pokusy byly pouzity sliny s koncentraci proteinu 450ug/ml, které byly nafedény v rastovém

médiu na 20ug/ml. Sliny byly uchovany ve zkumavce pfi teploté -70 °C.
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Obr. 10: Schéma gnathosomy klistéte. Kapildra je nasazovina na hypostom a jedno makadlo (autorka

ilustrace: Zuzana Sabatkova ).

3.2.4. Inkubace se slinami/ SGE a infekce keratinocyta

Infekce keratinocyta byla provedena celkem Ctyfikrat, a to se slinami a SGE. Keratinocyty
byly vzdy nasazeny na 96j panely a kultivovany az do vytvoteni souvislé vrstvy bunék. Jamky
panelu byly rozdéleny do dvou skupin — se slinami/ SGE (S+) a bez slin/ SGE (S-). VSechny
vzorky byly provedeny v triplikaci.

Z jamek bylo odsato médium a ke skupiné S+ bylo pfidano ristové médium obohacené o
sliny/ SGE s koncentraci proteinu 20ug/ml v mnozstvi 100ul/ jamku. Ke druhé skupiné bylo
pfidano stejné mnozstvi Cistého rustového média. Takto pfipraveny panel byl inkubovan po

dobu 1 hodiny v termostatu pti 37 °C a 5% COo.
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Obr. 11: Schéma rozdéleni panelu pro infekci keratinocytii se slinami/ SGE (vlastni ilustrace).

Po preinkubaci byly buiiky zkontrolovany pod mikroskopem, aby se vyloucil pfimy

vliv slin na keratinocyty. K butikam byl ptidan virus kliStové encefalitidy Ceského kmene
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Hypr ve tfech rozdilnych multiplicitach: 0,1, 1 a 10. Virus byl ze zasobni koncentrace 5.107
PFU/ml nafedén v ristovém médiu a pfidan do prislusnych jamek v mnozstvi 100ul/ jamku.
Nasledovala adsorpce v termostatu pii 37 °C a 5% CO2 po dobu 1 hodiny.

Po inkubaci byl obsah jamek odsat a buiiky byly dvakrat promyty 200ul/jamku
rastového média, aby se odplavily nenavazané virové ¢astice. Po promyti bylo k S- poloviné
panelu ptidano 200ul/ jamku Cistého ristového média a k S+ poloviné stejné mnozstvi média
se slinami/ SGE v koncentraci proteinu 20ug/ml. Panely byly inkubovédny v termostatu pfi
37°C a 5% COza vzorky byly odebirdny v intervalech: 1, 3 a 7dpi pro infekci se slinami a 1,
2 a 3dpi pro vzorky s extraktem ze slinnych zlaz.

V kazdém casovém intervalu bylo odebrano 150ul supernatantu. Vzorky byly uchovany

zmrazené pii -70 °C pro pozdéjsi stanoveni titru viru a interferonu.

3.2.5. Plakova titrace

Ke stanoveni titru viru v odebranych vzorcich byla pouzita metoda plakové titrace, ktera
byla provadéna na buiikkach A549.

Buiky byly ze dna kultiva¢ni lahve uvolnény pomoci verzenu a trypsinu, rozsuspendovany
v médiu, spocitany v Biirkerové komurce a nafedény v kultivatnim médiu na koncentraci
bunék 3 x 10° bun&k/ ml. Takto pfipravena suspenze byla uloZena do lednice, aby se zamezilo
adhezi bunék.

Plakova titrace byla provadéna na 24 jamkovych panelech. Do kazdé jamky bylo naneseno
180ul kompletniho DMEM média. Vyjimkou byly prvni jamky vzorkti odebranych 1dpi, které
byly ponechany prazdné. Poté byly do prvnich jamek naneseny analyzované vzorky. U vzorku
odebranych 1dpi bylo naneseno 100ul/ jamku, u vzorka odebranych ve vSech ostatnich dnech
bylo nanaseno 20ul/ jamku. Nasledovalo desitkové fedéni pfimo v jamkach panelu. Do kazdé
jamky bylo pfidano 300ul bunécné suspenze A549. Panely byly promichany ve vertikdlnim a
horizontalnim sméru a inkubovany pii 37 °C a 5%COx.

Po uplynuti 4 hodin inkubace byly buiky pfevrstveny 400ul pokryvky, ktera byla predtim
pfipravena z karboxymethylcelul6zy a 2x koncentrovaného DMEM v poméru 1:1. Panely
byly inkubovany po dobu 5 dni pii 37 °C a 5% COo.

Po uplynuti doby inkubace bylo provedeno barveni ke zviditelnéni vzniklych plaka (bunky
zlyzované virem). Nejprve byly panely promyty ve fyziologickém roztoku (0,9% roztok NaCl
v destilované vod¢) a poté ponechany ponofené v naftalenové ¢erni v kyselin€ octové po dobu

45 minut. VSechny chemikalie pouzité k plakové titraci jsou uvedeny v tabulce VI. Po

31



obarveni byly panely promyty pod tekouci vodou a po ususeni byly spocitany plaky. Pocty
plaki byly pfevedeny na mnozstvi virovych Castic, které jsou schopné tvorit plaky (PFU/ml).

Tab. VI: Chemikdlie pouzité k plakové titraci.

Chemikalie Vyrobce/ dodavatel
CMC Sigma-Aldrich
2x koncentrované DMEM médium Biosera
NaCl Penta
Naftalenova Certi v kyselin€ octové Serva

3.2.6. ELISA

Metoda ELISA byla pouzita ke zjisténi pfitomnosti a koncentrace interferont ve vzorcich
odebranych 1dpi a 2dpi ve tfech multiplicitach viru (MOI=0,1, 1 a 10) bez pfitomnosti slin/
SGE. ELISA byla pfedbé&zné provedena pouze s jednou kopii vzorku pro kazdy interferon, aby
se zjistilo, zda keratinocyty interferon viibec produkuyji.

V obou ptipadech se jedna o sendvicovou ELISU s ptimou detekci, jejiz princip je

schematicky vysvétlen na obrazku 6.
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Obr. 12: Sendvicova ELISA s primou detekci. Na povrch jamky jsou navazdany zdchytové protildtky, na které se
specificky vdZe antigen. Poté je pFidana detekéni protilatka (konjugat), kterd se vdzZe na zachyceny antigen. Po
inkubaci a promyti je pridan substrdt a dochdzi k barevné zméné (Ctvrtd jamka). Nakonec je priddno stop

solution, ¢imz dochdzi k zastaveni reakce a dalsi barevné zméné (viastni ilustrace).
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3.2.6.1.  IL-28B (IFN lambda 3) ELISA

Prvni den byla do pfislusného pocCtu jamek v panelu nanesena zachytnd protilatka
v mnozstvi 100ul/ jamku fedéna dle pokynt v navodu. Panel byl prelepen folii a inkubovan
ptes noc v lednici pfi 4 °C. Zaroven byl pfipraven i promyvaci roztok (1x PBS, 0,05% Tween).
Pouzité chemikalie jsou uvedeny v tabulce VI

Nasledujici den byl nejdfive ptipraven ELISA/ELISPOT Diluent dle pokynii v ndvodu.
Obsah jamek byl odsat a 5x promyt piedchozi den pfipravenym promyvacim roztokem. Do
kazdé jamky bylo naneseno 200ul ELISA/ELISPOT Diluent, panel byl pifelepen folii a
inkubovan pfi laboratorni teploté 1 hodinu. V prubéhu inkubace byl rekonstituovan standard
pridanim destilované vody pomoci injekéni stfikacky do zkumavky s lyofilizovanym IFN-
28B. Koncentrace takto pfipraveného standardu byla 4000 pg/ml.

Po ukonceni inkubace byl obsah jamek tfikrat promyt promyvacim roztokem. Kalibracni
fada 1 vzorky byly na panel nanaSeny v duplikacich. Do jamek B1/2 — H1/2 bylo naneseno
100ul ELISA/ELISPOT Diluentu. Do jamek A1/2 bylo ptfidano 200ul rekonstituovaného
standardu a bylo provedeno fedéni dvojkovou fedici fadou k vytvoreni kalibracni tady.
Nasledné bylo do jamek A3/4 — F3/4 naneseno 50ul ELISA/ELISPOT Diluentu a 50ul vzorku.
Jamky G3 a H3 obsahovaly 100ul ELISA/ELISPOT Diluent a slouzily jako blank. Takto
pfipraveny panel byl prelepen folii a inkubovéan pfi laboratorni teploté po dobu 2 hodin.

V prubéhu inkubace byla nafedéna detekcni protilatka dle pokyna v navodu. Po uplynuti
casu inkubace byl obsah jamek pétkrat promyt promyvacim roztokem. Nasledné bylo ptidano
100ul/ jamku detekcni protilatky, panel byl opét prelepen folii a inkubovan pfi laboratorni
teploté 1 hodinu.

Déle bylo provedeno promyti a byl pfidan konjugat Avidin-HRP v mnozstvi 100ul/ jamku
a po 30 minutové inkubaci s ndslednym promytim také substrdt TMB (tetramethylbenzidine)
ve stejném mnozstvi. Takto byl panel inkubovan ve tmé po dobu 15 minut, nacez bylo pfidano
stop solution k zastaveni reakce v mnozstvi 100ul/jamku.

Absorbance byla odectena pti vinovych délkach 450nm a 570nm.

Tab. VII: Pouzité chemikdlie a ELISA kit.

Chemikalie/ kit Vyrobce/ dodavatel
Tween Sigma-Aldrich
Mouse IL-28B (IFN lambda 3) Uncoated Invitrogen
ELISA
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3.2.6.2. IFN-BELISA

V prvnim kroku byl rekonstituovan standard ptidanim 4,8ml Assay Buffer A do zkumavky
s lyofilizovanym IFN-3. Ve zkumavkach byla poté podle navodu natfedéna kalibra¢ni fada
dvojkovym fedénim tak, Ze nejvyssi koncentrace méla hodnotu 500 pg/ml a nejnizsi 7,8 pg/ml.

Jamky byly nejdtive pétkrat promyty promyvacim roztokem, ktery byl soucasti kitu. Do
vSech jamek, s vyjimkou jamek blanku, bylo naneseno 50ul Assay Buffer A a 50ul
kalibra¢nich roztokti nebo vzorkd. Kalibra¢ni fada i vzorky byly hodnoceny v duplikacich.
Jako blank slouzily jamky H1/2, do kterych bylo pfidano 100ul Assay Buffer A. Panel byl
poté prekryt folii a inkubovan pii laboratorni teploté 2 hodiny.

Po uplynuti doby inkubace byly jamky pétkrat promyty a do kazdé bylo naneseno 100ul
detek¢ni protilatky. Nasledovala opét dvouhodinova inkubace pfi laboratorni teplot¢.

Jamky byly promyty a byl pfidan konjugat Avidin-HRP v objemu 100ul/ jamku. Po 30
minutové inkubaci byl obsah jamek odsét, promyt a byl nanesen substrit (Substrate solution
F) ve stejném objemu. Panel byl inkubovan ve tme€ po dobu 30 minut. Nasledovalo ptidani
100ul/ jamku stop solution pro zastaveni reakce.

Absorbance byla odectena pti vinovych délkach 450nm a 570nm.

Tab. VIII: Pouzité chemikdlie a ELISA kit.

Chemikalie/ kit Vyrobce/ dodavatel
LEGEND MAX™
ELISA Kit with Pre-coated Plates BioLegend®
Mouse IFN-f3

3.2.7. Stanoveni antivirového efektu IFN-lambda a IFN-beta na infekci keratinocyt TBEV,
stanoveni efektu klistécich slin

Ke stanoveni protivirového efektu interferont a efektu klistécich slin byla pouzita primarni
kultura keratinocyti kultivovana po dobu 10 dni na 96j panelu. Keratinocyty byly nejdfive
zkontrolovany pod mikroskopem a nasledné bylo z jamek odsato 180ul média a pfidano 100ul
rastového média s TBEV (MOI=10). Infikované buriky byly inkubovany po dobu 1 hodiny pfi
37°C a 5% COsx.

V prubéhu inkubace byly nafedény klistéci sliny. Byla pouzita zasobni koncentrace

klistécich slin 450ug/ ml, ktera byla v ristovém médiu pro keratinocyty nafedéna na 20ug/ ml.
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Po ukonceni inkubace keratinocyti s TBEV byl obsah jamek dvakrat promyt ristovym
médiem a do piislusnych jamek bylo pfidano 100ul natedénych kli§técich slin. Zbytek jamek
byl doplnén 100ul Cistého rustového média. Nasledovala inkubace po dobu 2 hodin za stejnych
podminek.

Poté byl do prislusnych jamek pfidan interferon — a to bud IL-28B nebo IFN-3
v koncentraci 200U/ml. Lyofilizované interferony byly rekonstituovany v roztoku PBS s 1%
bovinnim sérem a nafedény na pozadovanou koncentraci v ristovém médiu pro keratinocyty.
Do priislusnych jamek bylo naneseno 100ul, jamky bez interferonu byly doplnény cistym
médiem ve stejném objemu. Nésledovala inkubace panelu po dobu 48 hodin. Poté byl z jamek

odebran supernatant v mnozstvi 150ul a titry viru byly stanoveny metodou plakové titrace.

3.2.8. Statistické vyhodnoceni dat

Ke statistickému vyhodnoceni dat byl pouZit program GraphPad Prism 10. Cast vysledkt
byla hodnocena pomoci dvoucestné ANOVY a cCast parovym t-testem. Statisticky
signifikantni rozdily mezi skupinami jsou v grafech oznaCeny hvézdickami tak, ze jedna
hvézdicka znaci p <0,05, dveé hvézdicky p <0,01 a tii hvézdicky p <0,001. Vysledky v grafech
predstavuji logaritmy aritmetickych primérd hodnot a chybové usecCky zobrazuji stfedni

chybu priméru (SEM).

4. Vysledky

4.1.  Replikace viru klistové encefalitidy v mysich keratinocytech

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda a jak se virus klistové encefalitidy replikuje
v primarn¢ kultufe mysich keratinocytl. Ziskané keratinocyty byly po vytvoreni konfluentni
vrstvy infikované TBEV ve tfech riznych multiplicitach a ponechany v inkubatoru pfi stabilni
teploté. Vzorky byly odebirany v riznych Casovych intervalech a byly provadéné vzdy
v triplikacich. Titr viru byl nasledné stanoven metodou plakové titrace na bunikach A549.

V prvnim pokusu byly vzorky sbirané v Casovych intervalech 1dpi, 3dpi a 7dpi. Byly
pouzity tii infek¢ni davky, a to MOI=0,1, 1 10. Z obrazku 13 lze vycist, ze nejvysSich titra
dosahoval virus ve tfetim dni po infekci. Poté se mnozstvi viru snizuje. Graf zobrazuje

aritmetické priméry namétrenych hodnot.
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Obr. 13: Replikace TBEV v mysich keratinocytech pri multiplicitach TBEV 0,1, 1 a 10.

V dal§ich pokusech byly vzorky hodnocené v ¢asovych intervalech 1dpi, 2dpi a 3dpi.
Tento pokus byl opakovan dvakrat, kazdy vzorek vzdy v triplikacich. Graf zobrazuje
aritmetické praméry naméfenych hodnot. Byly pouzity stejné infekéni davky jako u
predchoziho méfeni. Z obrazku 14 je patrné, ze nejvyssi mnozstvi viru bylo detekovano opét
ve tfetim dni po infekci. U multiplicity 0,1 byl virus detekovdn pouze prvni den po infekci,
v ¢asech 2dpi a 3dpi nebyly pfitomny zadné plaky. V cCase 2dpi je mezi infek¢nimi davkami

viru zfetelny rozdil, ktery v ¢ase 3dpi mezi multiplicitami 1 a 10 témer mizi.
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Obr. 14: Replikace TBEV v mysich keratinocytech pri multiplicitach TBEV 0,1, 1 a 10.

4.2.  Vliv klistécich slin na replikaci TBEV v keratinocytech

V tomto pokusu byly pouzity klistéci sliny ziskané ze samic kliStéte Ixodes ricinus
sajicich na morcatech po dobu Sesti dni. Keratinocyty byly kultivovany na 96j panelu a byly
rozdéleny do dvou skupin: skliStécimi slinami a bez slin. Byl pozorovan vliv slin
s koncentraci proteinu 20ug/ml na infekci mySich keratinocytt virem klistové encefalitidy.
Vsechny vzorky byly provadéné v triplikacich. Replikace viru byla pozorovéana ve tiech
casovych intervalech: 1dpi, 3dpi a 7dpi. Mnozstvi viru v odebranych vzorcich bylo nasledné

vyhodnoceno metodou plakové titrace na bunikach A549. Byly pouzity tii multiplicity viru.
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U infekénich davek MOI=0,1 (obrazek 15) a MOI=1 (obrdzek 16) je patrné zvySeni
mnozstvi viru v ¢asech 3dpi a 7 dpi. ZvySeni virové replikace bylo pozorovano i v prvnim dni
po infekci u multiplicity viru 1, nicméné u multiplicity 0,1 byl efekt opacny. U infekéni davky
viru MOI=1 zvysovaly sliny replikaci TBEV v keratinocytech pramérné 2,7krat (aritmeticky

prumér zvySeni vSech tii Casovych intervalt).
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Obr. 15: Viiv klistécich slin na replikaci TBEV v keratinocytech pri multiplicité viru 0, 1.
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Obr. 16: Viiv klistécich slin na replikaci TBEV v keratinocytech pri multiplicité viru 1.

U multiplicity viru 10 byla replikace TBEV v keratinocytech zvysena pouze v Case 1dpi.
V casech 3dpi a 7dpi byl efekt na mnozstvi viru opacny. Vysledky zobrazuje obrazek 17.
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Obr. 17: Viiv klistécich slin na replikaci TBEV v keratinocytech pri multiplicité viru 10.

4.3.  Vliv extraktu ze slinnych 7Iaz na replikaci TBEV v keratinocytech

Tento pokus byl proveden s extraktem ze slinnych zlaz klistat. Slinné zlazy byly ziskané
ze samic klistéte Ixodes ricinus sajicich na morcatech po dobu jednoho, tfech a Sesti dni. Slinné
zlazy byly vypitvany zkli§fat pod binolupou, zhomogenizovany a pouzity v pokusu
v koncentraci proteinu 20ug/ml. Vzorky byly provadény vzdy v triplikacich, byly pouzity tfi
infek¢ni davky a titr viru byl stanoven metodou plakové titrace na burikach A549.

V prvnim pokusu bylo pouzito SGE z klist'at sajicich po dobu jednoho dne. Vzorky byly
hodnoceny ve tfech Casovych intervalech, a to 1dpi, 2dpi a 3dpi. U vSech infekénich davek
viru mizZeme pozorovat trend zvySeni mnozstvi viru v keratinocytech. Opacny efekt byl
detekovan pouze u multiplicity viru 0,1 v prvnim dni po infekci. Ve druhém a tfetim dni po
infekei u stejné infekeéni davky nebyly ve vzorcich bez klistécich slin pozorovany zadné plaky

(obrazek 18).
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Obr. 18: Vliv extraktu ze slinnych zlaz ziskaného z klistat sajicich jeden den na replikaci TBEV

v keratinocytech pri multiplicité viru 0, 1.
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U infekéni davky MOI=1 bylo zvySeni replikace TBEV zjisténo ve vSech Casovych
intervalech. V Case 2dpi byl rozdil statisticky vyznamny (p=0,01) a mnozstvi viru bylo témet
20krat vyS$si v pritomnosti kliStécich slin. V prvnim dni po infekci bylo mnozstvi viru ve

vzorku s klistécimi slinami zvySeno 1,3krat a ve tietim dni 1,8krat (obrazek 19).
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Obr. 19: Viiv extraktu ze slinnych zlaz ziskaného z klistat sajicich jeden den na replikaci TBEV

v keratinocytech pri multiplicité viru 1.

Pfi multiplicité viru 10 bylo také pozorovano zvySeni titru viru ve vSech ¢asovych
intervalech. V ¢asech 1dpi (p=0,0237) a 3dpi (p=0,0224) byl rozdil statisticky vyznamny.
Mnozstvi viru bylo u bunék s pfidanymi kliStécimi slinami 2,7krat vyssi v Case 1dpi, 4,3krat
vysSiv Case 2dpi a 3,8krat vys$si v Case 3dpi oproti kontrolnim keratinocytim bez slin (obrazek
20).
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Obr. 20: Vliv extraktu ze slinnych zZlaz ziskaného z klistat sajicich jeden den na replikaci TBEV

v keratinocytech pri multiplicité viru 10.

Ve druhém pokusu byl pouzit extrakt ze slinnych zlaz ziskany z kli§t'at sajicich na

morcatech po dobu tfi dnt. Keratinocyty byly opét rozdéleny na dvé skupiny: kontrolni
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skupina bez SGE a skupina, ke které byl pfidan extrakt ze slinnych zlaz. Byly pouzity tfi
multiplicity viru a vzorky byly sbirdny v casech 1dpi, 2dpi a 3dpi.

Pozitivni efekt SGE ve vSech casovych intervalech byl pozorovan pii MOI=0,1. V Case
1dpi byl titr viru zvySen témeét Skrat v keratinocytech ovlivnénych SGE. V case 2dpi bylo
mnozstvi viru 11krat vy$si a byla prokazana statisticka vyznamnost (p=0,0189). Vysledky

zobrazuje obrazek 21.
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Obr. 21: Vliv extraktu ze slinnych zlaz ziskaného z klistat sajicich tFi dny na replikaci TBEV v keratinocytech

pri multiplicité viru 0,1.

Pii infekénich davkach TBEV MOI=1 (obrazek 22) a MOI=10 (obrdzek 23) bylo
zvySené mnozstvi viru v keratinocytech ovlivnénych SGE pozorovano pouze v prvnim dni po
infekci. Pii multiplicité¢ viru 1 byl titr viru v ¢ase ldpi zvySen 10krat a pii MOI=10 byla
prokazana statistickd vyznamnost (p=0,0309) a zvySeni mnozstvi viru oproti kontrolni skupiné

bylo trojndsobné. V Casech 2dpi a 3dpi byl efekt extraktu ze slinnych zlaz u obou infekénich

davek opacny.
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Obr. 22: Vliv extraktu ze slinnych Zldz ziskaného z klistat sajicich t¥i dny na replikaci TBEV v keratinocytech

pri multiplicité viru 1.
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Obr. 23: Vliiv extraktu ze slinnych zlaz ziskaného z klistat sajicich tFi dny na replikaci TBEV v keratinocytech

pri multiplicité viru 10.

V poslednim pokusu této série byl pouzit extrakt ze slinnych zlaz z klist'at sajicich po
dobu Sesti dni. Stejné jako u predchozich pokusi byly keratinocyty infikovany tremi
multiplicitami TBEV a vzorky byly hodnoceny ve tfech ¢asovych intervalech.

U multiplicity viru 0,1 bylo vyhodnoceno zvySeni titru viru v ¢asech 2dpi a 3dpi. Vzorky
bez pfidaného extraktu ze slinnych zlaz v téchto ¢asovych intervalech nevykazovaly zadné
plaky. V case 1dpi byl pozorovan opacny efekt, titr viru kontrolni skupiny byl 4,5krat vyssi
(obrazek 24).
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Obr. 24: Vliv extraktu ze slinnych zlaz ziskaného z klistat sajicich Sest dni na replikaci TBEV v keratinocytech

pri multiplicité viru 0, 1.

Pti infekénich davkach viru MOI=1 (obrazek 25) a MOI=10 (obrazek 26) byl efekt SGE
ve vSech Casovych intervalech opacny. Ve druhém dni po infekei pii multiplicité 1 nebyly

zaznamenany zadné plaky u vzorku s pfidavkem SGE a rozdil byl statisticky vyznamny
(p=0,0225).
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Obr. 25: Vliv extraktu ze slinnych zlaz ziskaného z klistat sajicich Sest dni na replikaci TBEV v keratinocytech

pri multiplicité viru 1.
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Obr. 26: Vliv extraktu ze slinnych zlaz ziskaného z klistat sajicich Sest dni na replikaci TBEV v keratinocytech

pri multiplicité viru 10.

4.4.  Porovnanireplikace TBEV v keratinocytech pod vlivem klistécich slin a SGE

Vyhodnocené titry viru z predchozi série pokust byly porovnany ve tfech multiplicitach
0,1, 1 a 10 v casovych intervalech 1dpi a 3dpi. Klistéci sliny i extrakty ze slinnych zlaz
z klist'at sajicich 1, 3 a 6 dni byly pouzity v koncentraci proteinu 20ug/ml. Vzorky byly vzdy
provedeny v triplikacich s kontrolnimi skupinami bez slin nebo SGE.

V infek¢ni davce viru MOI=0,1 v ¢ase ldpi byl nejvyssi naméfeny titr viru vzorek
s pfidanym SGE z klistat sajicich tfi dny, a to 22krat vy§si nez mnozstvi viru ve vzorku s SGE
z klistat sajicich jeden a Sest dni, Skrat vy$si nez vzorek s klistécimi slinami a 2krat vyssi nez
kontrolni vzorek bez slin/SGE. V ¢ase 3dpi dosahovaly nejvyssich titra vzorky s SGE z klistat

sajicich Sest dni a jeden den. Nejniz§i mnozstvi viru bylo v kontrolnim vzorku bez pridavku

slin/ SGE (obréazek 27).
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Obr. 27: Porovnani viivu klistécich slin a extraktu ze slinnych zlaz na replikaci TBEV v mysich keratinocytech

v multiplicité viru 0,1.

U multiplicity viru 1 (obrdzek 28) vykazoval nejvyssi titr viru v ¢ase 1dpi taktéz vzorek
s SGE z klistat sajicich tfi dny. Byl prokazan statisticky signifikantni rozdil v porovnani se
vzorkem s SGE z klist’at sajicich Sest dni (p=0,0109). Titr viru byl zvySen 9,5krat v porovnani
s mnozstvim viru ve vzorcich s SGE zklistat sajicich jeden den, klistécimi slinami
s kontrolnim vzorkem bez pridavku slin/ SGE (aritmeticky pramér jmenovanych vzorki).
V case 3dpi (obrazek 28) byl nejvyssi titr viru ve vzorku s prfidavkem SGE z klist'at sajicich
jeden den. Tento vzorek prokazoval statistickou vyznamnost se vzorky inkubovanymi s SGE
ziskanym z klist'at sajicich po dobu tii dntu (p=0,0006) a SGE z Sest dni sajicich klistat
(p=0,0457). Druhého nejvyssiho titru dosahoval vzorek s pfidavkem klistécich slin, ktery
prokazoval statistickou vyznamnost v porovnani se vzorkem s SGE ze tfi dni sajicich klist'at
(p=0,0008) a treti nejvyssi titr TBEV byl naméfen u kontrolniho vzorku bez slin/ SGE, ktery
byl signifikantni v porovnani se vzorkem s SGE z klistat sajicich tfi dny (p=0,0025).
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Obr. 28: Porovnani viivu klistécich slin a extraktu ze slinnych zlaz na replikaci TBEV v mysich keratinocytech

v multiplicité viru 1.
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V case 1dpi u multiplicity viru 10 dosahl nejvyssiho titru vzorek s klistécimi slinami, a
to 4,8krat vyssi nez vzorek s SGE z Sest dni sajicich klistat, ktery byl naopak nejnizsi. Byla
zde prokazana statisticka vyznamnost (p=0,023). Druhy nejvyssi titr mél vzorek s SGE z jeden
den sajicich klistat, ktery byl 3krat vy$si nez vzorek s SGE z Sest dni sajicich klistat a také
zde byla prokdzana statistickd vyznamnost (p=0,0477).

V case 3dpi dosahl nejvys§siho mnozstvi viru vzorek s SGE z klistat sajicich po dobu
jednoho dne, ktery byl 7,4krat vyssi nez titr vzorku s SGE z Sestého dne sani (p=0,0005),
4,9krat vyS$si nez titr viru ve vzorku s klistécimi slinami (p=0,0148), 4,3krat vys§i nez titr
kontrolniho vzorku (p=0,0201) a 3,6krat vyssi nez titr ve vzorku s SGE z klistat sajicich tfi
dny (p=0,0107). Vysledky porovndvé obrazek 29.

MOI=10
* * *ohok
| 1
* *  * * p<0,05
5+ |_| l_l = <001
*** p<0,001
@ TBEV

TBEV + SLINY

3 TBEV + SGE 1 den
[ TBEV + SGE 3 dny
3 TBEV + SGE 6 dnu

titr viru [log PFU/mI]

Cas [dpi]

Obr. 29: Porovnani viivu klistécich slin a extraktu ze slinnych zlaz na replikaci TBEV v mysich keratinocytech

v multiplicité viru 10.

Dale byly porovnavany titry vira ze vzorka s pfidanym SGE z klist'at sajicich po razné
dlouhou dobu s kontrolnim vzorkem bez ptidavku slin ¢i SGE.

Obrazek 30 zobrazuje multiplicitu viru 0,1. V prvnim dni po infekci dosahl nejvyssiho
titru vzorek s ptidavkem SGE z kli§t'at sajicich tfi dny. Druhy nejvyssi byl kontrolni vzorek.
U obou se ovSem mnozstvi viru v dalSich dnech méteni snizovalo. Naopak vzorky dosahujici
nizSich titrt v prvnim dni vykazovaly vyssi replikaci viru a nejvy§si mnozstvi viru v nich bylo

naméfeno treti den po infekci.
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Obr. 30: Porovndni vlivu SGE z riiznych dni a kontrolniho vzorku pri MOI=0, 1.

U infekéni davky viru 1 (obrdzek 31) opét dosahoval nejvyssiho titru v prvnim dni
vzorek s SGE z klist’at sajicich po dobu tfi dnti. Narast mnozstvi viru mezi prvnim a druhym
dnem po infekci byl pozorovan pouze u vzorku s SGE z klist'at sajicich jeden den, nicméné
pozitivni rozdil mezi druhym a tfetim dnem byl naméfen u vSech vzorkid. Nejvyssich titra viru

ve tfetim dni po infekci dosahoval vzorek s SGE z prvniho dne sanf a kontrolni vzorek.
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Obr. 31: Porovndni vlivu SGE z riiznych dni a kontrolniho vzorku pri MOI=1.

Pii MOI=10 (obrazek 32) bylo naméfeno snizeni mnozstvi viru mezi prvnim a druhym
dnem pouze u vzorku s SGE z klistat sajicich Sest dni. Mezi druhym a tfetim dnem vzrostl titr
viru u vSech hodnocenych vzorkli. Nejvyssiho titru ve tfetim i druhém dni dosahl vzorek
s SGE z klistat sajicich jeden den, druhym byl kontrolni vzorek a tietim SGE ze tietiho dne
sani. Nejnizsi titry ve vSech méfenych ¢asovych intervalech byly zjistény u vzorku s SGE

z klist'at sajicich Sest dni.
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Obr. 32: Porovndni vlivu SGE z riiznych dni a kontrolniho vzorku pri MOI=0, 1.

Na obriazku 33 je zobrazeno porovnani zmeén v titrech viru mezi rozdilnymi
multiplicitami v ¢asovych intervalech 1dpi, 2dpi a 3dpi. Vzorky s extraktem ze slinnych zlaz
z klistat sajicich jeden den (obrazek 33A) vykazovaly rast titru viru ve vSech multiplicitach
mezi jednotlivymi dny. Z predchozich grafi (obrazek 18-21) je také patrné, ze pouze u SGE
z prvniho dne byly pozorovany vyssi titry TBEV nez u kontrolnich vzorkt ve dnech 2dpi a
3dpi u vSech infek¢nich davek. U vzorka s extraktem ze slinnych zlaz z klist'at sajicich ti dny
(obrazek 33B) a SGE z klistat sajicich Sest dni (obrazek 33C) bylo pozorovéano snizeni titru
viru pii MOI=1 mezi prvnim a druhym dnem po infekci. Jedinymi vzorky s SGE ze Sestého
dne, které dosahly vyssiho titru, nez vzorek kontrolni byly vzorky odebrané v ¢ase 2dpi a 3dpi
pii multiplicité 0,1 (obrazek 24). Vzorky s SGE ze tfetiho dne sani mély vzdy vyssi titry nez

vzorky kontrolni v ¢ase 1dpi, v Case 2dpi a 3dpi bylo zvySeni pozorovano pouze u MOI=0,1.
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Obr. 33: Porovnani infekcnich davek viru v casovych intervalech 1dpi, 2dpi a 3dpi u vzorkii s pridavkem
extraktu ze slinnych Zldz z klistat sajicich jeden den (4), tFi dny (B) a Sest dni (C).
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45. ELISA
V dal§im pokusu byla stanovena hladina IFN-A (tabulka IX) a IFN-f (tabulka X) metodou
ELISA ze vzorkil odebranych z infikovanych keratinocyti. Pro méfeni byly vybrany vzorky
odebrané v Casech 1dpi a 2dpi ve vSech pouzitych multiplicitach viru.
Interferon A byl detekovan ve vSech hodnocenych vzorcich v riznych hladinach.
Koncentrace IFN-A byla nejvyssi v prvnim dni po infekci pti MOI=0,1, druhou nejvySsi
koncentraci dosahoval vzorek odebrany dva dny po infekci pfi stejné infekéni davce viru.

Nejméné IFN-A bylo detekovano ve vzorku v ¢ase 1dpi pit MOI=10.

Tab. IX: Vysledné hodnoty IFN-A v casovych intervalech 1dpi a 2dpi pri MOI= 0,1, 1 a 10.

IFN-A
vzorek koncentrace pg/ml

24hpi, MOI=0,1 125

24hpi, MOI= 1 59,1
24hpi, MOI= 10 55
48hpi, MOI=0,1 108,5

48hpi, MOI=1 62
48hpi, MOI= 10 78,1

Interferon 3 byl také pfitomny ve v§ech hodnocenych vzorcich. Nejvyssich hladin opét
dosahovaly vzorky s infekéni davkou viru MOI=0,1, a to 245,4 pg/ml po dvou dnech od
infekce a 100,2 pg/ml po prvnim dni infekce.

Tab. X: Vysledné hodnoty IFN- v ¢asovych intervalech 1dpi a 2dpi pri MOI=0,1, 1 a 10.

IFN-B
vzorek koncentrace pg/ml
24hpi, MOI= 0,1 100,2
24hpi, MOI= 1 66,7
24hpi, MOI= 10 74,3
48hpi, MOI=0,1 2454
48hpi, MOI=1 76,9
48hpi, MOI= 10 67,6

4.6.  Protivirovy efekt interferon(i na infekci TBEV keratinocytd, vliv klistécich slin
V posledni sérii pokusti byl zji§tovan efekt interferont 3 a A na ochranu keratinocyti pied

infekci TBEV. Zaroven byl pozorovan vliv klistécich slin na protektivni funkci interferont.
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Vzorky byly provedeny v triplikacich, sliny byly pouzity v koncentraci proteinu 20ug/ ml,

interferony v koncentraci 200U/ ml, multiplicita viru byla 10 a vzorky byly vyhodnoceny dva

dny po infekci. Titry viru byly stanoveny metodou plakové titrace na burikach A549.
Obrazek 34 ukazuje srovnani titru viru kontrolniho vzorku bez klistécich slin a vzorku se

slinami. Je patrna zvySena replikace TBEV pod vlivem klistécich slin, ale rozdil nebyl

vyhodnocen jako signifikantni.

titr viru [log PFU/mI]

Obr. 34: Viiv klistécich slin na replikaci TBEV v keratinocytech v case 2dpi, MOI=10.

Dédle byl hodnocen vliv interferonu 3 na replikaci TBEV v keratinocytech a vliv
klistécich slin. Mezi sebou byly srovnavany ctyfi vzorky — kontrolni vzorek, infekce
s klistécimi slinami, infekce pouze s interferonem 3 a vzorek se slinami i s interferonem f3.
Z obrazku 35 je patrné, ze IFN-f3 nesnizil ani nezvysil replikaci TBEV v keratinocytech, stejné
tak klistéci sliny neovliviiovaly replikaci viru, kdyz byly ptidany do vzorku s IFN-B. Oproti

ostatnim vzorkim je vys$si pouze titr s pridavkem klistécich slin bez interferonu.

titr viru [log PFU/ml]

Obr. 35: Porovnani titru viru kontrolniho vzorku bez klistécich slin a vzorku s IFN-[ (A); porovndni vzorku
s klistécimi slinami a slinami spolecné s IFN-f3 (B); srovndni infekce s IFN-J3 a vzorku infekce s interferonem [

spolu s klistécimi slinami (C).
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Z obrazku 36 muzeme vyCist, Ze vzorek s IFN-A je témér shodny s titrem viru
kontrolniho vzorku. Vzorek, ktery byl ovlivnén klistécimi slinami dohromady s interferonem
A vykazoval viibec nejnizsi titr viru ze vSech testovanych vzorka, a to 2,5 krat niZsi nez vzorek

s interferonem A a 12,5 krat nizsi nez vzorek s kliSt€cimi slinami.

titr viru [log PFU/mI]

Obr. 36: Porovnani titru viru kontrolniho vzorku bez klistécich slin a vzorku s IFN-)\ (A); porovndni vzorku
s klistécimi slinami a slinami spolecné s IFN-)\ (B); srovndni infekce s IFN-) a vzorku infekce s interferonem A

spolu s klistécimi slinami (C).

Posledni graf zobrazuje srovnani titrii viru vSech vzorka z této série pokust. Z obrazku
37 je patrné, Ze nejvys§i mnozstvi viru bylo naméfeno u vzorku s kliStécimi slinami a

nejnizs§ich hodnot dosahoval titr viru vzorku ovlivnéném IFN-A a slinami.

IFN-A + inny-W—(

IFN-B + sliny i H
(T E—
505 I

TBEV-sliny H

TBEV

titr viru [log PFU/mI]

Obr. 37: Srovnani titrii vzorkii ovlivnénych klistécimi slinami a interferony A a f.
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5. Diskuze

Virus klistové encefalitidy je jednim z nejrozsifené€jSich zastupca rodu Flavivirus napiic
Evropou a Asii. Vétsina flavivird jsou arboviry prenasené hematofagnimi cClenovci a
vyuzivajici farmakologicky aktivnich molekul slin k usnadnéni své transmise a diseminace
v hostiteli. Vektorem TBEV jsou klistata ¢eledi Ixodidae. Klistata se mohou virem nakazit
sanim na infikovaném hostiteli, transovarialné anebo pii krmeni vice klistat na jednom
hostiteli (Ruzek et al. 2010, Pustijanac et al. 2023). Misto sani klistéte na kuzi hostitele je
kritickym rozhranim mezi hostitelem, klistétem a patogeny pienasenymi v klistécich slinach
a je vysoce modifikovano farmakologicky aktivnimi molekulami ve slinach kli§téte. Pro
patogeny je to privilegovana nika, kterou mnozstvi z nich vyuziva k usnadnéni své transmise,
replikace a diseminace a také jako ukryt pred imunologickym dohledem hostitele, ktery by
mohl patogen odstranit v brzkych stddiich infekce. Tento proces je oznaCovén jako slinami
aktivovana (asistovand) transmise (SAT) - nepfima podpora prenosu patogenu pienasenych
klistaty prostfednictvim pusobeni bioaktivnich molekul slin klistat na hostitele z tad
obratloveti (Nuttall & Labuda 2004). Pravdépodobné neexistuje pouze jeden SAT faktor
podporujici pfenos patogent, ale cela fada molekul, které se navic v pribéhu sani méni. Pro
klist'ata je kooperativni slinna aktivita jedinym zptsobem, jak mohou piekonat redundanci v
ochrannych systémech hostitele v mife, kterd jim umozni plné nasati, coz zamezi potiebé
hledani dalSiho hostitele. Toto tvrzeni podporuje 1 fakt, ze klisfata Casto saji na hostitelich
velmi blizko u sebe, ¢imz dochazi ke sdileni individualniho slozZeni klistécich slin a také
k prenosu patogent mezi infikovanymi a neinfikovanymi klistaty i pres pfitomnost protilatek
anizkou virémii hostitele (Jones et al. 1987, Labuda et al. 1993, Nuttall & Labuda 2004, Higgs
et al. 2005 Nuttall 2023).

V poslednich nékolika desetiletich zistava klist ova encefalitida, navzdory existence G€inné
vakcinace, vefejnou hrozbou v mnoha statech Evropy a Asie (Siiss 2011). Pfirozena ohniska
viru pokryvaji rozsahlou zemépisnou oblast, ktera se rozprostira od severni a vychodni Asie
ptres Rusko az po stiedni a severni Evropu. Vir je také rozsifen na jizni Balkan, do Turecka,
Recka, Italie a severni Afriky (Chiffi et al. 2023). Klistova encefalitida byla detekovana ve 27
evropskych zemich, pficemz nejvyssi incidence onemocnéni je pravidelné zachycovana
v Ceské republice, pobaltskych zemich a ve Slovinsku (Hansson et al. 2020). Hlubsi
porozuméni virovému cyklu, pfenosu skrz sliny klistéte 1 roli klistécich slin v procesu

transmise a diseminace by mohlo pomoci v boji s timto onemocnénim. Prvotnim obrannym
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mechanismem po kousnuti kliStéte je kozni imunita, ktera tak hraje velmi daleZitou roli
v determinaci diseminace klistové encefalitidy.

Kize je nejvétsim organem lidského téla s komplexni siti mnoha bunéénych typu
zajistujicich dynamickou mezibunécnou komunikaci a zprosttedkovavajicich zivotné dulezité
procesy, jakymi jsou imunitni reakce vcetné vyvolani zadnétu a imunologické tolerance,
prevence onemocnéni, hojeni ran, regenerace tkani a angiogeneze (Matejuk 2018). Prvorady
vyznam ma bariérova funkce pokozky, pfevazné pak epidermis, chranici pfed expozici
stresorim pfichazejicim z vnéjsiho a vnitiniho prostiedi (Kanitakis 2002, Barbieri et al. 2014,
Clausen & Agner 2016). V piipadé poskozeni kuze klistétem nebo jinymi krev sajicimi
Clenovci, se jako prvni s antigeny ustniho ustroji, slin ¢i prenasenych patogenu setkavaji
epidermalni a dermalni buiky (Kotal et al. 2015). Mechanické poSkozeni i rozpoznani
antigent diky mnozstvi PRRs nachazejicich se na koznich burikach vyvolavaji hemostazu a
prozanétlivou imunitni odpoveéd’. Krev sajici ¢lenovci a zejména pak ixodni klist’ata obsahuji
ve svych slinach fadu latek, které pfirozené obranné mechanismy hostitele potlacuji. Toto
utlumeni je vyhodné pro fadu patogent, kteti vyuzivaji slin klistat a komart jako vehikulum
pro svou transmisi a upravené imunologické prostiedi hostitelovi ktize jim umoziuje snadnéjsi
pfenos a primarni replikaci. Jednim z nich je pravé virus klisfové encefalitidy prenaseny
ixodnimi klist'aty. Pfi pfenosu do hostitele se jako prvni setkava s burikami kiize, zejména pak
s keratinocyty, jejichz pocet je v epidermis zdaleka nejvyssi (Kotal et al. 2015, Lawton 2019).

Keratinocyty jsou predominantni a velmi dynamicky bunécny typ, jehoz uloha dalece
presahuje pouze strukturni slozku epidermis. Keratinocyty jsou vybaveny Sirokou Skalou
PRRs a dokazi tak rozpoznat téméf jakykoliv typ mikrobi — od jednoduchych virt, pfes
bakterie az po slozité parazity, houby a jiné antigenni struktury ¢i molekuly. Mimo to dokézi
rozpoznat molekularni vzorce poskozenych ¢i mutovanych bunék. Po stimulaci pfislusnych
receptori jsou keratinocyty schopné produkovat celou fadu prozanétlivych cytokindg,
chemokind a rastovych faktord a jsou tudiz schopné aktivovat a fidit polarizované adaptivni
imunitni odpovédi ve smérech Thl, Th2, Th17 a také zanétlivé odpovédi proti vlastnim
tkanim. Primarni kultura keratinocytd je uziteCnym prostiedkem ke studiu imunologickych
procesu kiize i jejich ovlivnéni slinami klist'at (Jiang et al. 2020, Bailey et al 2014).

Prvotnim cilem mé prace byla pfiprava primami kultury mySich keratinocytd.
Keratinocyty byly pfipravované dle protokolu Bailey et al. 2014 trypsinizaci kazi Cerstvé
narozenych mlad’at mysiho kmene C57BL/6N. Bailey et al dale popisuji ptipravu keratinocytt
z mySich ocasl, jenomze buriky ziskané timto zptsobem rostou pomaleji a je zapotiebi

obétovat vEétsi mnozstvi mysi nez v pfipad€ pouziti mySich mlad’at. Primarni kultura byla
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nekolikrat ispésné pripravena, nicméné zivotnost ziskanych bunek se pohybovala pouze okolo
dvou tydnu. Keratinocyty byly jednou zamrazeny, a to v Air a Growth médiu, ale po oziveni
nevykazovaly téméf zadny nebo pouze omezeny rist a nebylo je tak mozné pouzit k dal§im
pokusim. Zaroven jsme nedokazaly keratinocyty ani Uspé€Sné pasazovat, jelikoz bunky
uvolnéné versen-trypsinem a presunuté do novych panelt ¢i kultivacnich lahvi nevykazovaly
zadny rast a brzy umiraly. Keratinocyty tak byly po tomto zjisténi nasazovany rovnou do
panelti pouzitych pro dalsi experimenty a bylo jim pouze ménéno médium kazdy druhy az téeti
den. Timto zpisobem bylo mozné kulturu uchovat po dobu pfiblizn€ 10-14 dnd v pomérné
dobrém stavu. Kratka zivotnost a omezena moznost pasazovani nami pfipravené kultury byla
nejspiSe zpusobena izolaci bunék nejen zlamina basalis epidermis ale i z vySSich nez
bazalnich vrstev. VétSina izolovanych bunék tak byla jiz diferencovana, a pii kultivaci
keratinocyty rychle podléhaly termindlni diferenciaci a mély pouze omezenou schopnost
déleni.

Proliferujici buriky epidermis lezi v lamina basalis. Nachézeji se zde dva typy keratinocyta
— diferencované keratinocyty a epidermalni keratinocytové kmenové buiiky (bazalni buiky),
které maji velkou kapacitu obnovovani, ve velké mife exprimuji 1 integriny a rapidné
adheruji k proteinim extracelularni matrix. Kmenové buiiky epidermis mohou diferencovat
na nové epidermdlni kmenové buriky nebo na keratinocyty, které dale proliferuji a diferencuji
ve svrchngjSich vrstvach epidermis. Keratinocyty jsou programovany k termindlni diferenciaci
po nékolika cyklech déleni. Hlavnim regulatorem diferenciace keratinocyta in vivo a in vitro
je kalcium. Vapnik reguluje tfadu signalnich drah, které se podileji na diferenciaci bunék,
veetné€ tvorby desmosomi, adherencnich spoji a tight junction, které udrzuji adhezi mezi
keratinocyty a hraji daleZitou vnitrobunécnou signalni roli prostiednictvim aktivace riznych
kindz a fosfolipéz, které produkuji druhé posly regulujici intracelularni volny vipnik a aktivitu
PKC, jez je pro proces diferenciace kritickd (Bikle et al. 2012). Diferencované keratinocyty
exprimuji nizsi mnozstvi B1 integrinti a adheruji k extracelularni matrix mnohem pomaleji nez
epidermdlni kmenové buiky (Jones & Watt 1993, Jones et al. 1995, Hikkinen et al. 2001).

Protokol k pfiprave keratinocytd podle Hakkinen et al. 2001 vyuziva téchto fakti tim, ze
buniky enzymaticky ziskané z epidermis Cerstvé narozenych mys$i jsou nasazeny na panely,
jejichz dno je pokryto matrix s kolagenem typu I a fibronektinem. Buiiky jsou takto ponechany
po dobu 10 minut, coz je dostatek Casu k adhezi epidermdlnich kmenovych bunék.
Epidermalni keratinocytové kmenové buiky exprimuji vétsi mnozstvi kolagenového

receptoru a2 1 nez diferencovangjsi keratinocyty (Hékkinen et al. 2001). Jiz diferencované
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keratinocyty nejsou schopné adherovat v takto kratkém case a jsou odplaveny pomoci
ristového média. Cerstvé izolované buiiky (diferencované keratinocyty a epidermélni
kmenové bunky) ovSem nejsou schopné adherovat k fibronektinu a to bud expresi
nefunkcniho fibronektinového receptoru a51 nebo tiplnou absenci tohoto receptoru a absenci
integrinu av36 (Takashima & Grinnell 1985). Exprese receptoru o531 a av36 integring je
vyvolana procesem hojeni poskozené kuze a také v bunécnych kulturach po 2-5 dnech
kultivace (Takashima & Grinnell 1985, Breuss et al. 1995, Haapasalmi et al. 1996,
Brzozowska & Deshmukh 2022). a5B1 a avf36 integriny mohou dale podporovat proliferaci
bunék a pritomnost fibronektinu v matrix jamek panelti k tomuto procesu piispiva (Agrez et
al. 1994, Pivarcsi et al. 2001).

Vyhodou takto pripravenych keratinocytt je jejich delsi Zivotnost a moznost pasazovani.
Bunky je také mozné zamrazit a po oziveni je uchovavat az po dobu 10 pasazi. Pro dalsi
pokusy s primarni kulturou keratinocytti by proto bylo vhodné protokol pro jejich piipravu
pozménit tak, aby doslo k brzkému odliSeni epidermalnich keratinocytovych kmenovych
bunek a jiz diferencovanych keratinocytd. Bylo by tak mozné buriky vyuzit k vice pokustm a
snizilo by se mnozstvi pouzitych mysSich mlad’at.

Virus klistové encefalitidy je v naprosté vétSiné piipadu prenasen na lidského hostitele
kousnutim infikovaného klistéte. Dospélci, nymfy i larvy pronikaji svym hypostomem do
vrstev kiize, kde se nachazeji krevni cévy. Dle druhu klistéte a mista sani pronikaji do riznych
hloubek dermis. Sliny se dostavaji do celého mista poSkozeni a spolecné s pfenaSenymi
patogeny se setkavaji se vSemi typy bunek kize. V prvni fazi infekce virem klistové
encefalitidy se TBEV replikuje v dermalnich dendritickych burikach, Langerhansovych
bunkach, koznich neutrofilech a dalSich burikach, jako jsou monocyty a makrofagy, které
umoziuji prenos do lymfatickych uzlin a §ifeni viru do dalSich ¢asti téla (Kollaritsch et al.
2012, Ruzek et al. 2019). Jelikoz se TBEV potiebuje dostat do lymfatickych uzlin v
migrujicich infikovanych burikach, zda se byt role keratinocyti v nastoleni Uspésné infekce
minoritni. Nicméné vzhledem k hojnosti keratinocytd v misté poskozeni kliStécim
hypostomem by méla byt brana v potaz uvaha, zda praveé infekce keratinocytl neumoziiuje
viru zvyseni titru v kizi natolik, aby doslo k Uspésné infekci migrujicich imunitnich bunék,
které se v kazi zdaleka nenachazeji v tak vysokém mnozstvi jako keratinocyty. O infekci
keratinocytu virem klistové encefalitidy se piSe pouze v jedné publikaci, kde Labuda a tym
prokazali infekci keratinocytti virem TBE in vitro (Labuda et al. 1996). V mé praci se podafilo

mys$i keratinocyty infikovat virem kli§tové encefalitidy kmene Hypr GspéSné nékolikrat a

53



nejvyssich titra dosahoval virus vzdy tieti den po infekci. Objasnéni mechanismu infekce
keratinocytt virem klist ové encefalitidy by mohlo pfispét k hlub§imu poznani patogeneze viru
klistové encefalitidy, vCetné specifickych receptori, kterymi se virus do bunék dostava a také
identifikaci SAT faktort klistécich slin, které viru prenos usnadiuji. Klistéci sliny totiz
nepochybné hraji v transmisi klistové encefalitidy velkou roli.

Hematofagni ¢lenovci ve svych slindch prenaseji patogeny, které jsou inokulovany do
mista poskozeni kize hostitele. Poprvé bylo klisté ustanoveno vektorem patogena v roce 1893,
kdy Smith & Kilbourne demonstrovali pifenos intraerytrocytarniho patogenu Babesia
bigemina mezi dobytkem (Smith et al. 1893, Assadian & Stanek 2002). Od této uddlosti jsme
usli dlouhou cestu a dnes je jiz dobfe znamo, Ze sliny klistat, komart a dalSich krevsajicich
¢lenovcu prispivaji ke zvyseni infekce hostitele (Jones et al. 1989, Labuda et al. 1993, Krocova
et al. 2003, Schneider & Higgs 2008, Hork4 et al. 2009, Styer et al. 2011).

Hlavnim cilem mé préce bylo zjistit, jak klistéci sliny a extrakty ze slinnych zlaz z klistat
sajicich rizny pocet dni ovliviiyji infekci keratinocytd virem klistové encefalitidy.
V pokusech byly bunky infikovany virem v riznych multiplicitach s pfidavkem slin nebo SGE
a virem samotnym. Zdaleka nejvétsi rozdily byly pozorovany ve vzorcich s extraktem ze
slinnych zlaz zklist'at sajicich jeden den. Tento vysledek neni az tak piekvapivy, kdyz
vezmeme v potaz fakt, ze TBEV se sice mnozi ve stfevech kli§téte po aspiraci infikované krve,
ale po pomnozeni migruje do slinnych zlaz odkud je prenaSen prakticky ihned po pocatku
salivace a nejvice infekeni je tedy klisté v prvnich minutach az hodinach po zacatku sani (Ebel
& Kramer 2004, Hermance & Thangamani 2015). Dospélé klisté miaze sat az po dobu deseti
dni, nicméné sliny maji pravdépodobné nejsilngjsi efekt na usnadnéni replikace a diseminace
viru pravé v prvnich dnech séani, jelikoz pozd€ji je TBEV slinami pfenaSen jen
v nevyznamném mnozstvi. Tomu odpovidaly i vysledky nasich pokust, kdy bylo pozorovano
zvySeni titru viru témér ve vSech Casovych intervalech a vS§ech multiplicitach v sérii pokust
s SGE z klist’at sajicich jeden den. Vyjimkou byl pouze vzorek pii multiplicité 0,1 v prvnim
dni po infekci bune€k, kde vyssich titri dosahovala kontrolni skupina bez SGE. Extrakty ze
slinnych zlaz klistat sajicich po delsi dobu (3 a 6 dni) zvySovaly mnozstvi viru prakticky pouze
u nejnizs§i pouzité multiplicity (MOI=0,1). Takto nizka infek¢ni davka viru v kontrolnich
skupinach ovSem obsahovala méfitelny titr pouze v prvnim dni po infekci. V nésledujicich
dnech nebyl jiz virus v keratinocytech detekovan. To by mohlo znamenat, ze virus mozna nent
schopny v takto nizkych multiplicitach bez pomoci molekul kli§técich slin cilovou tkan
infikovat. Na vyssi infekéni davky viru (MOI=1 a MOI=10) mél extrakt ze slinnych zlaz

pozitivni efekt pouze pii pouziti extraktu z klistat sajicich jeden den (ve vSech Casovych
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intervalech) a poté v prvnim dni po infekci u extraktu z klist'at sajicich po dobu tfi dni.
V dalSich dnech po infekci bylo pozorovano spiSe snizeni titru viru oproti kontrolni skuping.
Salivace neni kontinualni proces a molekulové slozeni klistécich slin se v priibéhu sani méni
(McSwain et al. 1982, Kaufman 1989, Ribeiro et al. 2006). Proto jsem chtéla porovnat klistéci
sliny a extrakt ze slinnych zlaz z klistat sajicich stejny pocet dni. SGE z téméf plné nasatych
klistat (6 dnt) by mél mit na infekci teoreticky stejny efekt jako klistéci sliny, které jsou
ziskavany z klist'at sajicich po dobu Sesti dni. V naSich pokusech se tato hypotéza ovsem
nepotvrdila. Sliny zvySovaly replikaci ve dvou multiplicitich (MOI=0,1 a MOI=1) v téméf
vSech Casovych intervalech, zatimco SGE ze Sestého dne pouze v Casech 2dpi a 3dpi u
multiplicity 0,1. V téchto asovych intervalech ov§em nebyl v kontrolnich vzorcich detekovan
zadny virus, tudiz vysledek nemusi nutn€ znamenat zvySeni, ale udrzeni vychoziho mnozstvi
viru, ktery bez molekul slin/ SGE nedokazal buriky infikovat. Rozdil mezi slinami a SGE
muze byt zpisoben i tim, Ze v obou pfipadech byla pouzita koncentrace proteinu 20ug/ml. Ve
slinach ovSem tato koncentrace viceméné odpovida mnozstvi bioaktivnich molekul, zatimco
v extraktu ze slinnych zlaz musime pfipocitat také proteiny tvofici strukturu slinnych zlaz,
zejména pak kolagen, jehoz mnozstvi je nezanedbatelné. Z tohoto divodu si myslim, ze
v pristich pokusech by méla byt koncentrace proteinu v extraktech ze slinnych zlaz zvySena
anebo pfi porovnavani se slinami koncentrace proteinu ve slinach adekvatné snizena.
Vzhledem k vysledkim poukazujicim na nejvyssi a¢innost extraktu z klist'at sajicich jeden
den by bylo dobré v dalSich pokusech pouzivat pravée tento interval sani i pies vyzvy spojené
s vyjmutim malych slinnych zlaz. Ddle by bylo dobré vzit v potaz skute¢nost, ze u mnoha
patogent prenasenych klistaty epidemiologické udaje naznacuji, ze klistata prenaseji tyto
patogeny predevsim v nizsich vyvojovych stadiich (larva, nymfa). Proto by bylo dobré provést
dalsi studii nedospélych stadii, aby se zjistilo, jakd je jejich farmakologicka zdatnost
v porovnani s dospélymi klistaty (Nuttall & Labuda 2004). Pii studiu vira prenasenych
klistaty je také dulezité vzit v ivahu dobu potfebnou k pfenosu viru na hostitele a mnozstvi
viru, které je jedno klist€é schopno prenést béhem urcité doby krmeni. Slinami asistovany
pfenos je piitomny v koncentracich viru pfirozenych pro prenos klistécim vektorem, nikoliv
ve vysSich (Hermance & Thangamani 2015). Extrakt ze slinnych zlaz jednoznacné poskytuje
virim prenasenym klist'aty vyhodnéjsi prostredi pro jejich transmisi a diseminaci. Podporuje
infekci hostitele, ale také zjednodusuje prenos viru mezi klist’aty sajicimi blizko u sebe (Jones
et al. 1989, Labuda et al. 1993, Hermance & Thangamani 2015). Otdzkou ale je, jaké procesy
stoji za usnadnénim virové infekce v sav€ich hostitelich. Prvotni obranou proti virovym

nakazam je produkce interferont buiikami. Interferony maji parakrinni efekt a po navazani na
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membranu sousednich bunék v nich navozuji antivirovy stav, ktery v buiice zastavuje
translaci. Produkci interferont varuje infikovana burika sousedni buiiky a transmise viru je tak
zpomalena az znemoznéna.

Interferony jsou §iroka rodina cytokind rozdélena do tii typt. VSechny interferony maji
spole¢nou schopnost vyvolavat protivirovy stav iniciovany interakci s pfislusSnymi receptory
(Negishi et al. 2018). Jako prvni byly objeveny interferony typu I (IFN-a, IFN-f), které jsou
produkované vétsinou bunék, vCetné€ bunék ktze a keratinocyti. Do druhého typu interferont
patii jediny zastupce, IFN-y, ktery je strukturné odli$ny od ostatnich interferont a je kritickym
cytokinem produkovanym aktivovanymi NK buiikami a cytotoxickymi T lymfocyty (Gray &
Goeddel 1982). Keratinocyty a jiné kozni buriky tento interferon neprodukuji. Tfetim typem
interferona jsou IFN-A1, IFN-A2 a IFN-A3 strukturou i aktivaci podobné IFN typu I a IL-10
(Negishi et al. 2018). Odpovédi vyvolané IFN typu I a IFN typu III jsou velice podobné, in
vivo v8ak nejsou zcela redundantni, protoze jejich prispévek k protivirové obrané velmi zavisi
na druhu viru. IFN-A je exprimovan pievazné v epitelidlni tkani (Hermant & Michiels 2014).
Keratinocyty v odpovédi na virovou infekci produkuji zejména IFN-A a IFN-3, a to brzy po
rozpoznani pritomnosti vird piislusnymi bunéénymi receptory (TLRs, RLRs, CLRs, NLRs)
nebo po jejich stimulaci jinymi podnéty, jako jsou UVB ¢i lipopolysacharid (Fujisawa et al.
1997, Zahn et al. 2011). V mych pokusech se podarilo potvrdit pfitomnost jak IFN-f3, tak i
IFN-A a nejvysSich koncentraci dosahovaly oba cytokiny pfi nejniz§i multiplicité viru
(MOI=0,1) v ¢asech 1dpi a 2dpi. Pritomnost interferont byla zji§tovana pouze v kontrolnich
vzorcich a nasledné byl proveden pokus, ktery mél za ukol stanovit protivirovou aktivitu
interferont a vliv klistécich slin (MOI=10, 2dpi). Jakéakoliv protektivni funkce interferonti
ovSem nebyla potvrzena a nepozorovali jsme ani zadny efekt klistécich slin. Pfi infekci kiize
viry prenasenymi klistaty nejsou keratinocyty jedinymi buitkami produkujicimi interferony a
dalsi prozanétlivé cytokiny. Je tedy mozné, ze pro protektivni funkci interferont 3 a A je
zapotiebi kooperativni aktivita koznich bunék v produkci cytokint. Dalsi pokusy by mély vzit
tuto tvahu v potaz a zaroven by mél byt pokus znovu zopakovan s riznymi infek¢nimi

davkami viru.
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. Javer

e Primarni kultura mySich keratinocyta byla uspésné pfipravena

e Podafilo se extrahovat slinné zlazy z klistat

e Byla potvrzena replikace TBEV v keratinocytech

e Slin a SGE zvysuje replikaci TBEV v keratinocytech v urcitych ¢asech a multiplicitach
e Potvrdila se produkce IFN-A a IFN-f infikovanymi keratinocyty
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7. Abecedni seznam zkratek

ADCC
AMPs
APC
AVPs
CD
CLR
CNS
DAMPs
DCs
DMEM
DNA
EGF
ELISA
ER
FGF
GM-CSF
HSR
ICAM
IFN

Ig

IL

IRF
LCs
MHC
MOI
MSH
NKc
NLR
NO
ORF
PAMPs

antibody dependent cellular cytotoxicity
antimicrobial peptides

antigen presenting cells

antiviral peptides

cluster of differentiation

C-peptide like receptor

central nervous system

damage associated molecular patterns
dendritic cells

Dulbecco’s modified eagle medium
deoxyribonucleotic acid

epidermal growth factor

enzyme-linked immunosorbent assay
endoplasmatic reticulum

fibroblast growth factor
granulocyte-macrophage colony stimulating factor
histamine releasing factor

intercellular adhesion molecule
interferon

immunoglobulin

interleukin

interferon regulatory factor

Langerhans cells

major histocompatibility complex
multiplicity of infection
oi-melanocyte-stimulating hormon
natural killer cells

NOD (nucleotide binding domain)-like receptor
nitric oxide

open reading frame

pathogen associated molecular pattern
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PBS
PDGF
PES
PFU
PRRs

RNA
SGE
TBEV
TGF
TLR
TNF
TNFR
UPR
UTR
UVB
VEGF

phosphate buffered saline
platelet derived growth factor
post-encephalitic syndrome
plaque forming unit

pattern recognition receptors
RIG (retinoic acid-inducible gene I)-like receptor
ribonucleotic acid

salivary gland extract

tick borne encephalitis virus
transforming growth factor
toll-like receptor

tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor
unfolded protein response
untranslated region

ultra violet B

vascular endothelial growth factor
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