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Anotace:
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1 UvOoD

Virus kli&‘ové encefalitidy (VKE) pdt mezi arboviry, coz jsou viry ipnasené
¢lenovci. K ndkaze néastji dochazi i sani infikovaného kligte, v naSich podminkach
konkrétreé Ixodes ricinus Virus pronikd do dla hostitele skrze Kligti sliny, které maji

dulezitou roli pro Sieni viru v organismu, a aktivujéipzenou i specifickou imunitu.

Jako prvni se svirovou infekci setkavajinky prirozené imunity — dendritické
buiky, makrofagy, monocyty a NK kiky. Mimo jiné dochazi k produkci interferonu,
zaretlivych cytokini, aktivaci komplementwi apoptéze. VKE nam zatim neznamymi
mechanismy dokazetrgkonat antivirovou kontrolu, a takiipdosazeni prahové hodnoty

antigenu pichazi naradu specificka imunita. Upkatje se humoralni i buina tev.

V této praci jsme se zabyvali tim, jak se VKE mneatiznych makrofagovych
liniich, pfipadré v mySich peritonealnich makrofazich, a tim jakneoZeni viru ovlivino

piitomnosti klistcich slin.



1.1 Virus kliStové encefalitidy

VKE je podle S¥tové zdravotnické organizace (WHO) n@gFitéjSim clenovci
pienaSenym virem v Evrép ktery zmisobuje zavazné lidské onemeénn (Ecker et al.,
1999). Restoze jeilovek vedle mensich obratloitgoouze ndhodnym hostitelem, kKld§ou
encefalitidou (KE) se kazdatoe¢ v Evropg: a Asii nakazi tisice lidi, ipdevsSim diky sani
infikovaného kliste zceledi Ixodidae (v naSich podminkach hlavixodes ricinu¥
(Mansfield et al., 2009). KE je zavaznym onemwdém, které napada nervovou soustavu,
avSak proti evropskému subtypu VKE dnes jiZz exestdjinné akovani, které spova

Vv uziti viru inaktivovaného formaldehydem (Kunz 030).

Taxonomie

VKE je ¢lenem roduFlavivirus ¢eledi Flaviviridae. RodFlavivirus zahrnuje cca 70
raznych druli vira (virus dengue, virus Zluté zimnice, virus zapadniilu, virus japonske
encefalitidy,...) (Kuno et al., 1998) a fgeneén na 3 skupiny - podle vekidfimiz jsou viry
pienaSeny (kligaty, komary a neznamymi vektory). SkupingemasSena klisaty se dale
rozc&luje na viry napadajici nieké ptaky a viry napadajici savce, kam spada VKiigi@h
et al., 2003). Sav skupina zahrnuje mnoho antigérpfibuznych vii, které byly izolovany
nagi¢ Evropou, Asii a Kanadou a které spwoke tvori tzv. komplex viti kliStovych
encefalitid (Calisher, 1988). Do tohoto komplexuipkrome VKE nag. virus Louping-ill,
virus Langat, virus Powassan, virus Omské hemokadioreky, virus Kyasanurského lesa
¢i virus Kadam (Grard et al., 2007).

Diky serologické a sekvetwai analyze byly rozliSeny 3uarxné subtypy VKE -
evropsky, sikiisky a dalgvychodni (Ecker et al., 1999). Vektorem evropskébbtypu je
klisté Ixodes ricinus kdezto u siliského a dakwvychodniho subtypu je tor@devSim kligt
Ixodes persulcatu<Z hlediska procentudlni imrtnosti je nejzavg&indalrévychodni subtyp
(20-60%) (Pogodina et al.,1986). £na nizSi umrtnost vykazuje sitsky subtyp (6-8%)
i evropsky subtyp (1-2%) (Burke & Monath, 2001).

Struktura virionu
Zralé viriony VKE jsou sférické, obalené a maji &&anm v piiméru. Virion tvori
ikozaedralni nukleokapsida obklopena fosfolipidowwojvrstvou, kterd obsahuje 2 typy

povrchovych proteiln — obalovy glykoprotein E a membranovy protein Mapkbti tomu



u nezralych (intracelularnich) viriérje obsazen prekurzor M proteinu (prM), ktery sgpit
zatimco virion opousti hiku a vznika tak M protein (Murphy, 1980).

Protein E je hlavni antigenni determinantou VKEz@elpo¥dny za vazbu virionu
k receptoru hostitelské bky a tim za nasledné proniknuti viru donky (Gritsun et al.,
1995). Jsou znaméi thlavni antigenni domény (A, B a C). Doména A nep#opy, které
podmiiuji zkiizenou reaktivitu mezitznymi flaviviry. DalSi d¢ domény zajifuji typow
a subtypo¥ specifickou reaktivitu (Gritsun et al., 2003). ®ia E v savich hostitelich
vyvolava produkci virus-neutralizaich protilatek, které hraji tdezitou roli v navozeni
obranné imunitni odpadi (Heinz, 1986).

Nukleokapsida je ti@®na jednovlaknovou RNA pozitivni polarity o veliktios
piiblizné 11 kb a kapsidovym proteinem C. Genom se v§ajeagiitomnosti pouze jediného
otewenéhoc¢teciho ramce (open reading frame — ORF) a kédujgppatein sloZzeny ze
zhruba 3400 aminokyselin, ktery je nasledtpen proteazami na 3 strukturni proteiny (C,
E a M) a 7 proteitn nestrukturnich (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NSMNBS5)
(Chambers et al., 1990). Kazdy z nestrukturnichegimd ma svou specifickou funkci, nap
NS3 protein spolu s NS2B proteinem zaji§ protedazovou aktivitu pro &teni nov
nasyntetizovaného polyproteinu (Lindenbach & RRR)1).

Oteveny ¢teci ramec vSech flavivirma na obou koncich netranslatované oblasti
(UTR — untranslated regions), na 5' kogicii tato oblast cca 130 nukleatidzatimco na
3" konci 400 — 700 nukleotidGritsun et al., 1997).

Replikace viru

Virus vstupuje do hbitky receptorem zprosdkovanou endocytézou. Kyselé pH
v endozému z@sobi strukturalni zemy E proteinu, coZz vede k membranove fazi
a nukleokapsida se tak uvolni do bBeme cytoplazmy. V cytoplazénje z nukleokapsidy
uvolréna virovd RNA a je zahgjena replikace viru. V erddpmatickém retikulu nasledn
dochazi ke zkompletovani viru a vznikd nezrald wargastice obsahujici prM protein.
Nezraly virion putuje do trans Golgiho aparatu, ldigde diky nizkému pH k od§teni
pr fragmentu M proteinu a zraly virion je poté eyidzou uvolrin ven z biky (Stiasny &

Heinz, 2006). Cely gibéh replikace VKE je ndzotnzachycen na nasledujicim obrazku.
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Obr. 1: Zivotni cyklus flavivii (Stiasny et al., 2006).
Sireni viru

Clovek je infikovan VKE nefastji diky kousnuti nakazeného ki, kdy se virus
dostane skrze kli&i sliny do krve hostitele. Riziko infeka#fovéka zavisi na &kolika
faktorech, jako je naphustota vyskytu kli&at v daném regionu, infékost a aktivita kligat,
koncentrace viru v jednotlivych kiiatech nebo délka jejich sani na hostiteli (Aleks&ev
Chunikhin, 1989). NeptSi riziko nakazy hrozi v tzv. endemickych oblaktekde bylo
prokadzano, Zze u 1 - 2% lidi, Kfeptijdou do styku s infikovanym kli§tem, se rozvine
onemocgni (Korenberg & Kovaleskii, 1995).

DalSi moznosti nakazy VKE je krarsani infikovaného kliste také konzumace
nepasterizovaného mlékaiepevsim koziho. Bylo experimentélprokazéno, Zze VKE Ize
z koziho mléka izolovat nasledujicich 5 — 25 dniinfekci (Shapoval, 1977). Viriony jsou
stabilni v kyselém pH Zaludku, které ma po jidleiatu 2 — 7, cca 2 hodiny. Jelikoz é
strava opousti Zaludek péme rychle fadow minuty az nanejvySe 2 hodiny) a produkce
kyseliny chlorovodikové je spu$ta za 45 — 60 minut, travici trakt protdgegstavuje
efektivni cestu nakazy VKE (Pogodina, 1960).

V ptirodnim progtedi lesi Evropy a Asie je VKE obsazen v cyklu, ktery zahenu
klistata a pedevSim mensi obratlovce. Vektorovy hostitel (K)iSe infikuje Bhem svého
Zivotniho cyklu, kdy saje na nakazeném obratloesiSak virémie neni podminkou pro
pienos viru. Bylo prokdzano, Zergmos viru byl podstatn efektivrejSi mezi kli¥aty
spolusajicimi vdsné blizkosti na témzZe neviremickém hostiteli (Lddwet al., 1993).
Po nasati infikované krve dochazi u Kiiétk pomnozeni viru v bikach traviciho traktu
a nasleda jsou tak infikovany biiky slinnych Zlaz, odkud se virugimasledujicim sani 8i
na dalSiho obratl@iho hostitele (Nuttall et al., 1994). KiSkastava infikované po celou
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dobu svého Zivotniho cyklu (transstadialienqos) a mze dochazet i k transovarialnimu
prenosu, kdy nakaZzena samidemasi infekci na sva vakia (Gritsun et al., 2003).

Hlavnim rezervoarem VKE jsouigdevsim drobni hlodavci,éi8i savci jako jsou
nag. kravy, ovce, kozyi vysoka z¥i nehraji i pirenosu viru dlezitou roli, jelikoZ u nich
titry viru nedosahuji vysSich hodnot, avSak titaozichové mohou podporovatighi viru
piedevdim neffimo, prenosem vektdr do novych oblastiCloveék je spiSe nahodnym

hostitelem a fedstavuje tzv. slepoliev (Suss, 2003).

Klinické projevy a pibeh KE

Vrané fazi infekce dochazi nejprve k pomnoZeniu vrmist jeho vstupu do
organismu, ¢ili po prisati kliSéte se virus replikuje vramciuke. Odtud se pomoci
Langerhansovych bk dostava do spadovych lymfatickych uzlin. NaslediglSi replikace
viru a ten se dostava do krevnihoélbb a dale do orgdnretikuloendotelidlniho sytému
(jatra, slezina, kostnireh). To, jak virus infikuje CNS, zatim neni dostaté& objasgno, ale
ma se za to, Zefipdlouhotrvajici virémii nize dojit k gekonani hematoencafalitické bariéry
nag. pasivni difuzi nebo transcytézou (Haglund & Gi@nft2003). Jakmile virus pronikne
do CNS, déle se replikuje, igobuje poskozeni neurbra vznik zastu, ovSem zfisob,
jakym k tomu dochazi, neni zcela znaniZek et al., 2010).

Evropsky subtyp VKE zjfsobuje dvoufazové onemagn. Inkub&ni doba KE trva
pramérné 7 — 14 dni. U &kterych pacierit se mohou objevitasné symptomy jako je Unava
trvajici 1 az 2 dny, bolest &mi patée a ramerti bederni pate. Klasické symptomy prvni
faze se objevuji nahle, postiZzeni js@sto schopniisré uréit presnou dobu jejich nastupu,
a pati mezi r® zvySeni &lesné teploty (38 — 39 °C), pocit nevolnosti dogeny
zvracenim, navaly horka, dusnost, bolest gvaadci koncetin. Riznaky prvni faze jsou
snadno zawnitelné s nespecifickou #ipkou (Gritsun et al., 2003). Po prvni fazsto
nasleduje asymptomaticka perioda, ktera trva 2 —db0 Bihem této doby dochazi
k pronikani viru do CNS a poté nasleduje druh& tammocani (Holzmann, 2003).

Druha faze se vyziaje vysokymi horékami, prudkymi bolestmi hlavy, nevolnosti
a zvracenim, ztuhnutim swalna Siji, svalovym fesem, poruchami spanku, p#ma
koncentrace i celkovou dezorientaci. Z viget mozkomiSniho moku je patrny astr paitu
bilych krvinek a proteitn Neurologické fiznaky se liSi na zaklgdoho, jakaast CNS byla
napadena (nd@p mozkové pleny, mozkovy parenchym, micha, prododz micha).
Ztidkakdy je postizena pouze jedé@st CNS, ¥tSinou je infikovano viceiznych oblasti
(Lindquist & Vapalahti, 2008).



1.2 KIistéci sliny

Sliny Kkli&at jsou sekretovany slinnymi zlazami, které jsoordny cetnymi lalicky
(acini) miznych typi — byly nalezenyit typy u samic atyti u samé (¢tvrtému typu je
piikladana reprodulni role). Jednotlivé typy jsou tieny iznymi druhy bugk a sekretuji
raizné bioaktivni latky. Bhem sani kligte dochazi ke zraému naistu a diferenciaci
slinnych Zlaz, jejich hmotnost a obsah protese zvysi az 25x, avSak qe burgk zistava
neznénény. Z alveol jsou sliny pomoci slinnych vyvddodvadny do salivaria, které je
ulozeno mezi hypostomem a chelicerami. Odtud seg/ giti sani dostavaji dale, daike
hostitele v mist sani klistte (Sauer et al., 2000).

SloZeni slin

Klisteéci sliny obsahuji mnohé latky napomahajici ktiStv pifemoZeni obrany
hostitele. Farmakologickycinné molekuly maji pedevSim antikoagutai, protizartlive,
imunomodul&ni a imunosupresivnicinky.
aniz by bylo zpozorovano. K tomu slouzi latky, Etelumi sedéni a bolest nap tim, ze
vazou histamin uvablijici se z poSkozené tk&r histamin vazajici lipokaliny (Paesen et al.,
2000).

DalSim dilezitym krokem pro usgre sani je zabrami sraZzeni krve v mist
kousnuti. K tomu, aby se kl&mohlo na hostiteli krmit po delSi dobu, je f@ita narusit
piirozené mechanismy vedouci k vyfeai hemostatické zatky. Inhibici hemostazy zaijis
latky s vazodilatenim (inkem, které blokuji hostitelovu fpozenou vazokonstrikci
nasledujici poruSeni tk&n Témito latkami jsou nap derivaty lipidi zahrnujici
prostaglandiny a prostacyclin (Ribeiro et al., 1983ale jsou uplatovany latky inhibujici
agregaci trombocyt(nag. apyraza) a latky napadajici koagulibkaskadu — tyto latky, které
byly doposud objeveny, iieme rozdiit na inhibitory aktivovaného faktoru X (FXa),
trombinové inhibitory, inhibitory v&Siho tendzového komplexu a inhibitory kontaktniho
systému proteiin piicemz nejastjsimi cili jsou FXa a trombin (Kazimirova & Stibriana,
2013).

Klistéci sliny maji prokazané imunomoddta inky. Ovliviuji piirozenou i
specifickou imunitu hostitele. Prvni obrannou lipitedstavuje firozena (nespecificka)
imunitni odpo¥d’ zahrnujici komplement, proteiny akutni faze, ngfilir, makrofagy, Zirné
buiky, bazofily, eosinofily, dendritické iky a NK (natural killer) buiky. Sliny Ixodes

ricinus obsahuji lipokalin, ktery zaji§ije snizeni aktivace a chemotaxe neuilpfiimz se
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zna&n¢ snizuje jejich Uloha v z&u (Beaufays et al., 2008). Dale byl prokazan vliv
komponent kligtcich slin na aktivitu NK buk (Kubes$ et al., 1994), makrofagKopecky

& Kuthejlova, 1998) i dendritickych béh, u nichz niize byt inhibovana diferenciace a
maturace (Skallova et al., 2008) ovliviiovana exprese receptiopro chemokiny, diky
¢emuz dochazi k jejich snizené migraci (Cavassaaili,e2005).

Molekuly obsazené ve slinach mohou déle inhibov@né chemokiny (nap
inhibitory interleukinu-8) nebo redukovat schopndsirék vylucovat iizné cytokiny
(interferony, interleukiny, tumor necrosis faktokjeré hraji dlezitou roli v dalSim rozvoiji
imunitni odpoedi (Kazimirova & Stibraniova, 2013).

V klistécich slinach byly dale nalezeny latky owijici T i B lymfocyty.

V piitomnosti slin dochazi k potlani produkce {§1 cytokini (IL-2 a IFN+y), coz miZe
inhibovat expanzi antigegnspecifickych T bu&nych kloni, diferenciaci B lymfocy,
aktivaci makrofag a aktivitu NK burk . Déle nastdva naopak zvyseni produke® T
cytokini (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13), které maji progarétlivy efekt (Schoeler et al.,
1999). KiIiskci sliny obsahuiji i dalSi imunomodtitd proteiny — nap IL-2 vazajici protein
(Gillespie et al. 2001), proteiny (BIF a BIP) inbjici B lymfocyty (Hannier et a., 2004)
nebo protein Iris pottaujici proliferaci T lymfocyid (Leboulle et al., 2002).

DalSi dilezitou skupinou imunomodulaich latek jsou cystatiny. Jedna se
o protizarttlivé proteiny, které inhibuji cysteinové proteaBati sem nap sialostatin L,
ktery pisobi proti za&u, inhibuje proliferaci cytotoxickych T lymfocyt a LPS
indukovanou maturaci dendritickych hitkp nebo také sialostatin L2, ktery n&mh funkce
antigen prezentujicich bék, ale pravépodobré je dilezity pro UspSné sani kligte
(Kotsyfakis et al., 2006, 2008, 2010).

Klistéci slinné Zlazy a sliny maji kroinzajiS€éni bezpéného sani prostdnictvim
imunomodul&nich a antihemostatickych latek i dalSéinky. Slinné Zlazy zastavaji
osmoregulani funkci, dikycemuz jsou sajici klf&ta schopné koncentrovatjaté Ziviny a
spolu se slinami vykovat zgt do hostitele febyte&nou vodu (Tatchell, 1967). Kron
proteini pasobicich na hostitele kltvyluéuje také proteiny, kterymi se chrani — hap
specificky protein, ktery vdZe imunoglobulin G (Vga& Nuttall, 1999).

DalSim dilezitym efektem, ktery ¥e mit sani kligte je SAT neboli slinami
aktivovany penos (saliva-activated transmission)i fterém je prosednictvim slin
pienesen patogen z k& na hostitele. Tento patogen pak navizensnadgi proliferovat

diky oslabeni obrannych mechanismostitele. SAT efekt byl poprvé popsan temosu
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Thogoto viru z kligtte Rhipicephalus appendiculatydones & Nuttall, 1990). Od té doby
byl tento z@isob Fenosu popsan tady dalSich patogén(VKE, virus Louping ill, fizné
druhy borrelii,...), které nemusi byttgmaSeny pouze z kl&e ale také z dalSich
hematofagnicklenovai (nag. komaf) (Nuttall & Labuda, 2004).



1.3 Makrofagy

Tkanové makrofagy spolu s cirkulujicimi monocyty v krtwori mononuklearni
fagocytarni systém. Jsou tzv. profesionélnimi fagodgspolu s neutrofily a dendritickymi
bunkami), které hraji hlavni roli v obr&norganismu proti patogém. Dale fagocytuji i
zbytky vlastnich buk zahynulych apoptdézou, jsou schopny zabijet iMéda@ nebo
pozmenéné buiky, podili se na vzniku zétu. Makrofagy také funguji jako antigen
prezentujici bikky pofrebné pro rozvoj specifické imunitni odpolv a sekréni buiky
(Plekhova et al., 2011).

Makrofagy vznikaji za fisobeni specifickychistovych faktot z hematopoetickych
prekurzofi kostni derg, které @imo ¢i prostednictvim cirkulujicich monocytdiferencuji
v tkanové makrofagy nebo blizcetipuzné myeloidni dendritické Bky (Steinman &
Idoyaga, 2010). Monocyty a makrofagy sdileji vlasth s granulocyty, obzvlast
s neutrofily, a v menSi fé i s B lymfocyty. Migruji v organismu skrze kostlien, krev,
mizu a nehematopoetické tkarV tkanich jsou staleifiomné tzv. rezidentni makrofagy,
které i bez gitomnosti zadtu zajif'uji likvidaci apoptickych bugk a slouzi jako strazci
piipadné infekce (Gordon & Martinez, 2010). Podle tka@ové lokalizace jsou makrofagy
pojmenovany — napKupferovy buiky v jatrech nebo mikroglie v CNS.

Aktivace makrofédg

Existuji dva fizné zfisoby makrofagové aktivace. To, jakymigzpbem je makrofag
aktivovan, utuje dalsi srér vyvoje imunitni odpogdi. Prvni moznosti aktivace jeigobeni
IFN-y a LPS, kdy nastava rozvoj imunitni reakceésmam k Tyl. Druhou alternativou
aktivace je vliv IL-4 a IL-13, kdy naopak nasledugakce T2 (Gordon & Martinez, 2010).

K plné aktivaci makrofaly je kromg pisobeni danych cytokin potreba také
rozpoznani patogenu pomoci specialnich recéptdémito receptory mohou byt PRR
(pattern-recognition receptors), které reaguji arakteristickymi molekulami patogén
(PAMPS), dale mze byt fagocytéza zprasidkovana Fc receptory, scavengerovymi
receptory nebo napreceptory komplementu (Aderem & Underhill, 1999).

Aktivovany makrofag je schopen intenzéi fagocytdzy, exprimuje na svém
povrchu vice MHC Il molekul, sekretuje slozky komplentu, daléadu dilezitych proteird,
hydrolytické enzymy fispivajici k rozvoji za&u a TNFe. Po fagocyt6ze antigenu je

sekretovan IL-1 paebny pro aktivaci § burgk, ktery pisobi téZz na cévni endotelimz



hraje roli v zastu a ma pyrogenni dinky. Aktivita makrofagn miaze byt zvySena
chemotaktickymi faktory produkovanymi T fikemi nebo sloZzkami komplementu.

V této préaci byly pouzity nasledujici makrofagouad.

IC-21

Bunééna linie 1C-21 byla odvozena transformaci normdiniperitoneéalnich
makrofagi mysi kmene C57BL/6 opim virem 40 (simian virus 40 — SV40). K porovnani
schopnosti fagocytdézy normalnich a transformovampetkrofag: byla provedena inkubace
S opsonizovanymi a neopsonizovanymiciovi erytrocyty po #@zné dlouhou dobu.
Transformované makrofagy vykazovaly opratint pivodnim mirg zvySenou fagocytarni
aktivitu u obou tyg erytrocyft.

Bunky linie 1C-21 sdili mnoho vlastnosti s primarnimakrofagy - obsahuji
specifické makrofagové antigeny, maji fagocytaktivitu, produkuji lysozymy a kyselou
fosfatazu. V gkterych vlastnostech se ale od primarnich makiofadlisuji, napiklad
obsahuji SV40 T antigen, ze skieych povrcli mohou byt uvoldny pomoci trypsinu,
nevyZzaduji CM faktor pro udrZeni replikace a jsatenoploidni. Diky své schopnosti
stabilniho fistuin vitro jsou vyuzivany ve studiu protivirové imunity a initni odpowdi
(Mauel & Defendi, 1971). In vitro jsou také schopy®ovat nadoroveé cile a zdaji se byt vice
diferencované nez makrofagova linie P388/D1 (Wak&emus, 1975).

P388/D1

Makrofagy bugcéné linie P388/D1 pochazeji z ascitu mysi kmene DOBA/
s lymfoidnim novotvarem. Z morfologického hledigkau to lymfoblasty s tumorogennim
efektem - u nahych mysi byl po podkoznim tka@vani 10 biikami prokadzan 100 % vyvoj
nadoru hem 21 dni (Koren et al. 1975).

Bunky P388/D1 adheruji, maji podobou hladinu kyseléfdtazy jako normalni
aktivované peritonealni makrofagy, vyrézse vsSak odliSuji ve schopnosti chemotaxe
(nevykazuji Zzadnou chemotaktickou odpdy. Dale maji nizsi aktivitu adenosin deaminazy,
nizsi schopnost fagocytdzy obou typFc- dependentni i independentni). Po stimuld$ L
produkuji IL-1 a LAF (lymfocyty aktivujici faktor)a jsou aktivnhi v ADCC (buftné
cytotoxicit zavislé na protilatkach) (Snyderman et al., 19P388/D1 aktivované IFNy
nevytvaeji inducibilni NO syntazu a neprodukuji NO (Larieak 1994).
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PMJ2-R

Bunééna linie PMJ2-R byla ziskana vivo infekci peritoneélnich makrofagmysi
kmene C57BL/6J retrovirem J2 (Adami et al. 1993yuXiti J2 viru se ukazalo jako
efektivni cesta ziskani béné linie peritonealnich makrofagdiky rychlosti a minimu
in vitro manipulace¢imz byla snizena potencialni moznost mikrobialnitkminace.

Bunky maji morfologické znaky typické pro makrofagyoy kulovitého nebo
ovalného tvaru s bazofilni cytoplasmou. Obsaliginé vakuoly a acentricky uloZzené
ovalné jadro. Analyza prokazal&itemnost povrchovych antigémperitonealnich makrofég
(MAC-1, MAC-2, Fc receptor, Ly-5.1, F4/80). Barvenkazalo intracelularni expresi
produktu v-raf genu pochazejiciho z J2 viru. Naladk pasobeni LPS hiky produkuji
IL-6. Bunky maji fagocytarni aktivitu, cytotoxickou aktivitproti nadorovym bikam a
obsahuji nespecifickou esterazu. Konstitwtiypouze 5— 15 % makrofag exprimuje
MHC Il antigeny, avSak totdislo se vyrazé zvySuje inkubaci s IFN-(Adami et al., 1993).

11



1.4 Interakce makrofag a virus

Makrofagy se fi virové infekci (tastni produkce protilatek a interferonu,
spolupracuji s lymfocyty. Mohou mit také&imou (&ast v eliminaci infeknich agens a to
tak, Ze zabijeji htky infikované virem v mechanismu ADCC, nebo mohoituy
fagocytovat a destruovat. V s@snosti se antivirova aktivita monotya makrofag
roz&kluje na gimou a zprosedkovanou (Baskin, 1997). Vlastnifimpy antivirovy
mechanismus je definovan jako schopnost makfotagezit mnoZeni viru v sgbsamych,
diky ¢emuz se stavaji netolerantnimi cili pro virovoulikggei. Naopak nefimy antivirovy
mechanismus sptva ve schopnosti makrofagvliviiovat extacelularni virus a zasahovat
do replikace viru v okolnich vir@vtolerantnich bilkach. Bylo zjis¢no, Ze Bhem rékterych
virovych infekci jsou aktivované makrofagy schoprozliSovat mezi neporuSenymi a
infikovanymi buikami (Silva et al., 2007).

Na jedné strah makrofagy pedstavuji biologickou bariéru branici raesii virové
infekce v organismu z primarniho mista &ana chrani tak vysoce citlivé fiky centralniho
nervového systému. Na druhé stranrus miZze obejit kontrolni mechanismy a infikovat
monocyty, které maturuji v makrofagy, gegstavuji tak zdroj viru v organismu (Plekhova et
al, 2011). Bylo prokazano, Zeiiky monocytarni / makrofagove linie jsouldzitymi zdroji
lokalni replikace VKE pedtim, nez se objevi virémie (Kreil et al., 199&)ze VKE se
replikuje v mySich makrofézich (Antharig et al.020.

Experimenty prokézaly, Ze infekce VKE, sigjtak jako jinymi flaviviry (virus
dengue, virus zapadniho Nilu, virus japonské efitiefig, ma u makrofag za nasledek
produkci oxidu dusnatého (NO). NO ma inkii efekt na virovou replikaci, a
pravdépodobré tak grispiva ke kontrole flavivirovych infekci zahrnuigti i KE (Kreil &
Eibl, 1996), avSakigsna uloha NOistava neobjasma. Kron¢ produkce NO aktivované
makrofagy po kontaktu s virem vyttgdi komplexy enzym, které aktivi katalyzuji
produkci superoxidového anionu (Babior, 1999). wétiané makrofagy jsou oproti
rezidentnim ¥tSi, obsahuiji vice protain RNA a vykazuji vysSi enzymatickou aktivitu.

DuleZitou roli v obrad proti virové infekci hraje také jiz zmovany IFNy.
Aktivované makrofdgy na svém povrchu prezentujiigem v komplexu s MHC |l
molekulami CD4 T lymfocytim. V piitomnosti IL-12 a IL-18 (které jsou také produkoyan
mimo jinych aktivovanymi makrofagy) dochazi k roivby1l imunitni reakce (Domeika et
al., 2002). Aktivované g1 lymfocyty produkuji IFNy, ktery aktivuje dalSi makrofagy a
zvySuje expresi jejich MHC Il molekuéimz se uzavird pozitivni Zma vazba. Aktivované
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makrofagy mohou takéipvhodné stimulaci IL-12 a IL-18 samy produkovatNHy, ¢imz
dochazi k autokrinni makrofagové aktivaci (Mundeale 1998).

S produkci interferain souvisi mozny zjsob, jak flaviviry dokazi uniknout
antivirové kontrole. Byla prokazana citlivost Lahgaru (LGTV) k antivirovym @&inkam
interferoni, nicmére infekce bukcnych linii pred gidavkem IFN ndla za nasledek inhibici
interferonové signalizace. Jeden z nestrukturniobteptt LGTV (NS5) totiZz inhibuje
JAK-STAT signalizaci, diky které hika za normalnich okolnosti reaguje na IFN (Best et
al., 2005).
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2 CILE PRACE

1. Osvojeni kultivace buréénych linii a primérnich kultur mySich makrofag .

2. Prokazani replikace viru klig’ové encefalitidy v makrofazich.

3. Objasreni vlivu kliStécich slin na replikaci viru klistoveé encefalitidy v makrofazich.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 BUNECNE LINIE

Pro pokusy byly pouzity 3tené makrofagové linie (IC-21, PMJ2-R, P388/D1).
Bunky byly kultivovany @i 37 °C v mediu RPMI obohaceném o 10 % bovinnihtélfeého
séra (BOFES), 1 % antibiotik (ATB), 1 % L-glutamif@L) a 0,1 % 2-merkaptoetanolu
(ME) (Biosera). Linie PMJ2-R byla kultivovana v 5C6,.

Dale byly pro pokus pouzity PS itky (PS bugcna linie byla derivovana z bak
prasei ledviny), které byly kultivovany i 37 °C v mediu ks (Leibowitz) s 3%
prekolostralniho teleciho séra, 1% é&sin antibiotik a antimykotik a 1% L-glutaminu
(Biosera).

3.1.2 MYSI

V pokusech byly pouzity samice inbredniho mysihe@kenC57BL/6N (AnLab Praha
s.r.0.). My3i byly chovany ve 2inci Katedry medicinské biologie ¥eskych Budjovicich

za standardnich podminek.

3.1.3 VIRUS

K infekci makrofag byl pouZit virus KE kmene Neudoerfl dznych titrech (1 x 10
4x10,1x 18a 4 x 16 PFU/mI).

3.1.4 KLISTECI SLINY

Sliny byly ziskany z dosgych samic kligat Ixodes ricinus Tyto samice saly na
morcatech po dobu 6 dn Sliny byly zachytavany do sklémych kapilar, které #a klig'ata
nasazené na hypostomu. Nébdtnicast €la bylo kazdé samici kapnuto 1,5 pl 5% roztoku
pilokarpinu (Sigma) v 95% ethanolu. Nasleédiyla kli'ata umistna do boxu s navéienym
filtra¢nim papirem a byla inkubované g7 °C. Po 2 hodinach byly sliny z kapilar seshyra
pomoci balénku do mikrozkumavky a uchovany teplo& -70 °C. Obsah proteinve
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slinach byl stanoven na 214 pg/ml pomoci metodyyteni koncentrace protainpodle
Bradfordové (Bradford, 1976).

3.2 Metody

3.2.1 INFEKCE MAKROFAGOVYCH LINIi VIREM KLISTOVE ENCEFALITIDY

V pokusu byly infikovany buwtné linie 1C-21, PMJ2-R a P388/D1. &y byly
kultivovany v triplikacich a odebirany 0, 24, 42 hodin po infekci. Nejprve byly lily
spaiteny. Na jednu jamku bylo stanoveno 50 000d&kuma kazdou linii fipadlo 12 jamek
(4 casy po 3 jamkach), proto bylo peba 6 x 10bursk kazdé linie.

Objem s pozadovanym @gem burk byl centrifugovan (5 minip 1000 rpm,4 °C),
nasledg byl odebran supernatant a do kazdé mikrozkumawhy pridano 40 pl media a
60 pl viru. Titr pouZitého viru dosahoval 1 x*®FU/mI, tudi? na 1 hiku pripadalo
10 virovych¢éstic (M1 = 10). Biiky s virem byly inkubovany 60 minutipg37 °C.

Po hodinové inkubaci byly mikrozkumavky zcentrifwgay (5 minut g 1000 rpm,

4 °C), byl odebran supernatant, pot&d@gn 1 ml media. Obsah byl promichan a nasledn
znovu centrifugovan (5 minut¥ip1000 rpm, 4 °C). Promyvani a centrifugace byly 3x
opakovany.

Po posledni centrifugaci byl odebran supernatdmiracny pelet byl rozsuspendovan
ve 3 ml media. Suspenze byla nanasena po 20098 jeankovy panel. Panel byl inkubovan
pii 37 °C v 5% CQ a vcéasech 0, 24, 48, a 72 hodin byly sbirany jednotixérky, které
byly déle uchovavanyip— 70 °C.

3.2.2 INFEKCE PERITONEALNICH MAKROFAGJ VIREM KLISTOVE
ENCEFALITIDY

Dv¢ samice mysiho inbredniho kmene C57BL/6 byly usmycelomenim vazu a
obéma byly do peritonealni dutiny w#tnuty 3 ml vychlazeného media RPMI 1640.
Medium bylo po masazi peritonea pinzetou pomaliraggno zgt do stikacky. V aspiratu
byly spateny buky. Na jednu jamku jsme uvazovali 40 000 &kwve 200 pl, proto bylo
potreba pipravit suspenzi o koncentraci 200 000 makréfad. Vzhledem k tomu, Ze pouze
cca 20 % z peritonealnich btk tvoii makrofagy, pozadovanad koncentrace byla
1 000 000 bukk/ml. Na 12 jamek (4 odibove ¢asy V triplikacich) gipadalo 2,4 ml bu&né
suspenze. Proto bylo smichano 2 500 00Gkei2,5 ml media RPMI obohaceného o 10 %
BOFES, 1 % ATB a 1 % GL (Biosera).
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Pripravena suspenze byla rékeha po 200 ul natyii 96 jamkové panely (3 jamky
na kazdém panelu). Panely byly ozeay ¢asy 0, 24, 48 a 72 hodin a byly inkubovariy p
37 °C v 5% CQ@4,5 hodiny za telem adherovani makrofagPo uplynuti uvedenéhtasu
bylo z jamek odsato medium tigano nové, které bylo nasledrenovu odsato. Toto
promyvani bylo 3x opakovano. Nakonec bylo do kgadéky pidano 40 pl media RPMI +
10 % BOFES + 1 % ATB + 1 % GL (Biosera).

V&echny jamky byly infikovany 10 pl viru Neudoedftitru 4 x 16 PFU/mI. V kazdé
jamce tak bylo 4 x 10burtk a 4 x 10 virovych &astic,¢ili MI byla rovna 10. Panely byly
inkubovany 60 minut ip 37 °C v 5% CQ. Nasledovalo promyti od volného viru stejnym
zpisobem jako promyti adherovanych makréfagpd ostatnich neadherovanych
peritonealnich buik. Nakonec bylo fjdano 200 pl media RPMI + 10 % BOFES + 1 %
ATB + 1 % GL (Biosera) a panely byly inkubovany 87 °C v5 % CQ. V ¢asech 0, 24, 48

a 72 hodin byly jednotlivé panely zmrazeny na 2C0

3.2.3 INFEKCE MAKROFAGOVYCH LINIi VIREM KLISTOVE ENCEFALITIDY ZA

PRITOMNOSTI KLISTECICH SLIN

V pokusu byly infikovany butné linie IC-21 a PMJ2-R. QHinie byly infikovany
jak za gitomnosti kliS&cich slin, tak i bez nich, pro nasledné srovnandistvi gitomného
viru. Vzorky byly kultivovany v triplikacich a odétany 0, 24, 48 a 72 hodin po infekci.
Nejprve byly buiky spateny. Na jednu jamku bylo stanoveno 25 000dina kazdou linii
piipadlo 12 jamek se slinami a 12 jamek bez sligagy po 3 jamkach), proto bylo pelba
2 x 3 x 10 burek kazdé linie.

Objem s poZzadovanym @gem burk byl zcentrifugovan (5 minip1000 rpm,4 °C),
nasledd byl odebran supernatant a do kazd&g mikozkumavek bylo fiddno 100 pl
media RPMI + 10 % BOFES + 1 % ATB + 1 % GL (BiogerRoté bylo do dvou
mikrozkumavek (jedna s IC-21, druha s PMJ2-Riggno 7 pl slin. JelikoZz koncentrace
proteinu v pouzitych slinach byla 214 pg/ml, mnegskidanych slin pedstavovalo 1,5 ug
proteinu. Vysledna koncentrace proteinu v mediwrga@mi tedy byla 15 pg/ml. V tomto
slozeni byly biiky inkubovany 2 hodinyip 37 °C.

Po dvouhodinové preinkubaci bylo do kazdé mikroz&auky gridano 100 pl viru

Neudoerfl o titru 1 x 10PFU/mI. JelikoZ viru k dispozici bylo pouze 25Q tdto mnoZstvi
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bylo daedno 200 pl media RPMI + 10 % BOFES + 1 % ATB + 1 % (Biosera).
Nasledovala 1 hodina inkubac# p7 °C.

Po hodinové inkubaci byly liky 3x promyty k odstrami volného viru (3x
centrigugace 5 min ip 1000 rpm a 4 °C). Potdti centrifugaci byl buitny pelet
rozsuspendovan v 1,2 ml media RPMI + 10 % BOFES% ATB + 1 % GL (Biosera).
K buinkam preinkubovanym s kli&timi slinami bylo pidano 85 pl slingimz bylo dosazeno
koncentrace proteinu v mediu 15 pg/ml. Do zbylygbudmikrozkumavek bylo namisto slin
piidano 85 pl media.

Suspenze byla nandSena po 100 pl na 96 jamkowi.paanel byl inkubovanip
37 °C v 5% CQa veéasech 0, 24, 48, a 72 hodin byly sbirany jednotlz@rky 100 pul, které
byly dale uchovavanyip— 70 °C.

3.2.4 TERMOINAKTIVA CNi KRIVKA VIRU

Pro srovnani rniciho se mnozstvi zivého viru v samotném mediu anediu
s buikami byl proveden pokus pro sestrojeni termoinaktv kiivky viru. Pouzit byl virus
kmene Neudoerfl o titru 4 x $®FU/mI, ktery byl 1000x rradin v mediu RPMI + 10 %
BOFES, 1% ATB a 1% GL (Biosera) do vyslednéhoeoh 3 ml. Tento objem byl
roz&klen do 3 mikrozkumavek po 1 ml, aby vzorky mohiyt lmgebirany v triplikacich.
Nasledr byly v ¢asech 0, 24, 48 a 72 hodin odebirany vzorky po |20&teré byly dale
uchovavéany p -70 °C.

3.2.5 PLAKOVA TITRACE

Ziskané vzorky byly vyhodnoceny pomoci metody plekditrace (de Madrid &
Porterfield, 1969). Plakova titrace je metoda slouke stanovovani mnozstvi virovych
castic ve vzorku. Vysledna koncentrace virovyéstic je vyjadena pdétem plakotvornych
jednotek (PFU — plaque forming units) na 1 ml vé&osuspenze. Plakova titrace byla
provadna na satich buikach PS.

Byly pouzity 24—jamkové panely (TPP), do nichzybglaedny testované vzorky
desitkovymiedtnim v mediu Ls + 3% prekolostralniho teleciho séra + 1% antikiati
antimykotik + 1% L-glutaminu (Biosera) (do 180 pledia bylo pidano 20 ul vzorku).
Nasled# bylo do kazdé jamky filano 300 ul suspenze PS Bkino koncentraci
300 000 bugk/ml. Obsah panél byl promichan a panely byly inkubovany v boxech
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5 0,5% CQ pti 37 °C 4 hodiny. Po uplynuti 4 hodin bylo na kaizdamku krouzZivym
pohybem nakapano 400 ptetivu, ktery byl gipraven smichanim 2x koncentrovaného
kultivacniho media ks s 1,5% roztokem karboxymetylcelulozy v p&non 1 : 1. VSe bylo
znovu inkubovanoip 37 °C v atmosfie 0,5% CQ po dobu 5 dni.

Po uplynuti 5 dni byly vzniklé plaky zviditginy barvenim. Panely byly nejprve
promyty ve fyziologickém roztoku (0,9% roztok NaGl) poté byly 60 minut barveny
roztokem naftalenovéerné (1 g naftalenov&ern:, 60 ml ledové kyseliny octove, 13,5 g
octanu sodného, dopno do 1 | destilované vody). Nakonec byly panelgnpyty pod
tekouci vodou. Diky tomuto barveni doSlo ke zvidiai neobarvenych loZisek virem
lyzovanych bupk (tzv. plaki) mezi ostatnimi obarvenymi hkami.

3.2.6 STATISTICKE VYHODNOCENI

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena v progr&{R Development Core Team
2008) pomoci metody jednocestné analyzy variancBQ¥A). Statisticky vyznamneé
rozdily mezi skupinami (p < 0,05) jsou v grafeclaeny hwzdickami (jedna h¥zdicka
pro p < 0,05, d¥ pro p < 0,01). VSechny hodnoty vynesené do tgpaduzitych ve
vysledcich pedstavuji aritmetické pméry vypoitené z namfenych hodnot triplikaci.
Chyboveé uséky v grafech znazawji stedni chybu piméru (SEM).
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4 VYSLEDKY

4.1 Infekce makrofagovych burgéénych linii VKE

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jak se VKEoZi v fiznych makrofagovych
liniich v ¢asovych intervalech 0, 24, 48 a 72 hodin. Byly poKC-21, PMJ2-R a P388/D1
bungéné linie.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny titry viru predijotlivé makrofagové linie
v danych¢asovych intervalech. Tyto hodnoty byly vypeny z pdtu od&tenych plak

plakovych titraci.

Tab.l: Vyvoj infekce makrofagovych linii v danyafasovych intervalech.

titr viru (PFU/ml)
¢as (hod) PMJ2-R P388/D1 IC-21
0 4,09*1G 3,64*1CF 3,33*1CF
24 2,12*14 4,55*1( 3,83*1CF
48 2,57*16 4,55*10 2,12*10
72 2,17*10 5,45*10 7,12*10

Z tabulky vyplyva, Ze nejménse virus mnozil v bufgné linii IC-21. V intervalu
24 hodin byl nejvysSi nast pozorovan u buxiné linie P388/D1, avSak celkévbylo
nejvyssich tité viru dosazeno u makrofagové linie PMJ2-R. Databukky byla pouZzita pro

tvorbu nasledujiciho grafu.
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Obr. 2: Infekce makrofagovych linii.
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Jelikoz se v jednotlivycitasech titry viruradow liSily, byly pro lepSi pehlednost
grafu upraveny dekadickym logaritmem. Vzorky bylgebirany v triplikacich, ze kterych
byly po plakové titraci vyp&eny paiimeérné hodnoty, a ty byly vyneseny do grafu. Rozdily

v jednotlivych vzorcich téze triplikace jsou chasakzovany smrodatnou odchylkou.

4.2 Infekce peritonealnich makrofagi a termoinaktivaéni ki¥ivka viru

V nasledujicim experimentu byly infikovany peritah@ makrofagy mysiho kmene
C57BL/6. Infekce byla provedena stejnymiagpbem jako u makrofagovych linii. Qgtb
vzorki probihal ve stejnyckiasovych intervalech. V tabulce niZe jsou uvedergostené

prameérné titry viru.

Tab. Il: Vyvoj infekce peritoneélnich makrofag

¢as (hod) | titr viru (PFU/mI)
0 5,15*1d
24 3,64*10
48 2,73*10
72 6,21*10

Z tabulky je patrné, Ze s prodluzujicim &sem odéru vzorka titr viru klesa, coz
znamena zasadni rozdil vyvoje infekce peritonelnimakrofag oproti infekci

makrofagovych bustnych linii, kde se titry viru 8asem zvySovaly.
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Dale byl proveden pokus pro sestrojeni termoinaktivkiivky viru, ze které by bylo
patrné mdnici se mnozstvi zivého viru v samotném mediu bexlk Spdtené pimeérné

titry viru jsou uvedeny v tabulce nize.

Tab.lll: Titry viru termoinaktivéni kiivky.

¢as (hod) | titr viru (PFU/mI)
0 2,36*1d
24 4,82*10
48 3,33*10
72 < 5,00*10

Z tabulky je patrny vyrazny pokles virovych titrV ¢ase 48 hodin byl yedni
1*10" odesten 1 plak pouze ve 2 ze 3 vzorkiplikace, proto byla vysledna jnérna
hodnota virového titru stanovena na 3,33*REU/ml. Vase 72 hodin uZ viakipedsni
1*10" nebyl gitomen plak v Zadném ze 3 vzaériciplikace. JelikoZ nebyl titrovan redsny
vzorek, nizeme o vysledném titru viru dase 72 hodintici jen to, Ze je mensi nez
5,00*10' PFU/mI (coZ je hodnota rovna 1 plakii fedsni 1*107).

V nasledujicim grafu jsou porovnany &my virovych titti v jednotlivych ¢asech
u peritonealnich makrofédga u vzork termoinaktivéni kiivky viru. V grafu jsou opt
patrné smrodatné odchylky vystihujici rozdil mezi vzorkyéze triplikace.

Obr. 3: Srovnani pibéhu infekce peritonealnich makrotag termoinaktivani kiivkou

viru.
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Z grafu Ize vyist, Ze i kdyz virovy titr u peritoneélnich makrgfav ¢ase klesa,
k mnozeni viru v makrofazichi@sto dochazi, jelikozik/ka klesa pozvolgi nez je tomu

u termoinaktivani kiivky.

4.3 Porovnéani infekce makrofagovych linii VKE za a bep¥itomnosti klistécich slin

Ucelem tohoto experimentu bylo zjistit, zda &ippdré jak klis&ci sliny ovliviwuji
pribeh infekce u makrofagovych linii. Pro tento pokusabyybrana linie PMJ2-R, ve které
bylo v prvnim experimentu pozorovano nejvySsi mndaéru, a dale linie IC-21, u které
titry viru dosahovaly naopak nejnizSich hodnot. B@ukoncentrace proteinu kkgich slin
byla 15 pg/ml.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny titry viru prand makrofagové linie za a bez
piitomnosti kliS¢cich slin v¢asovych intervalech 0, 24, 48 a 72 hodin. Tyto lobgiyly
vypocteny z pétu ode&tenych plak plakovych titraci.

Tab. IV: Porovnani infekce makrofagovych linii za a b&tgmnosti klis¢cich slin.

titr viru (PFU/ml)
¢as (hod)| PMJ2-R| PMJ2-R + sliny| IC-21 IC-21 + sliny
0 3,72*10 1,38*10° 1,51*1¢ 1,41*10
24 4,47*16 1,51*1F 7,4171¢ |  4,07*10
48 3,16*10 5,13*10 6,46*1F | 4,37*10
72 6,17*10 5,13*10 1,26*1¢ | 2,75*1CF

Z tabulky IV je patrné, Ze virus se vice mnoziiniilPMJ2-R, ¢imZ byl potvrzeny
vysledek prvniho experimentu. V makrofagové lir@i-21 byl sice vyssi titr viru vase
0 hodin, avSak v dalSickasovych intervalech byl ni#st titrd viru prokazateld nizsi.
Ovlivnéni infekce klis&kcimi slinami nebylo nikterak vyznamné, vestSiné vzorki
s klis&cimi slinami bylo dosazeno pé&kud nizsiho titru viru oproti témuz vzorku bez slin
Pro lepSi pehlednost &inku slin u jednotlivych makrofagovych linii v dacty casovych

intervalech byly vytvéeny nasledujici 2 grafy.
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Obr. 4: Porovnani infekce makrofagové linie PMJ2-R zaaggomnosti klis¢cich slin;
*p<0,05, *p<0,01.
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Z grafu Ize odé&ist, Ze u makrofagové linie PMJ2-R ve v3eéesovych intervalech
dosahly vyssich titr viru vzorky, do kterych nebylyiéany kliSéci sliny. Nejmensi rozdil
mezi vzorkem se slinami a vzorkem bez slin byl zmzenan ase 72 hodin. Pokles

v tomtocase také jako jediny nelze povazovat za statissayifikantni.
Nasledujici graf poskytuje totéZ srovnéni prodsmou linii IC-21.

Obr. 5: Porovnani infekce makrofagové linie IC-21 za a p@omnosti kliskcich slin;

* p<0,05.
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Z grafu je patrné, Ze u b&né linie IC-21 wasovém intervalu 72 hodin dosahl
vySSiho titru viru vzorek simlanymi kliSe&cimi slinami, tento vysledek byl jako jediny
z tohoto grafu statisticky signifikantni. Napradintu véasech 24 a 48 hodin bytiaek slin
na mnoZzZeni viru cff negativni, avSak pomoci statistického vyhodnodgio hodnoty
nebyly prokazany jako signifikantni ziebdu velké variability v ramci triplikaci.
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5 DISKUZE

Cilem této prace bylo zjistit, jak se VKE mnoziiazmych makrofagovych liniich a
v peritonealnich makrofazich a stanovit vlisitpmnosti klisécich slin na tyto interakce.
Makrofagy hraji kltovou roli v prvni obranné linii proti virové infekca to, jakym
zpisobem dokazi reagovat s virovyidisticemi, pedukuje celkovou rezistenci organismu
k virové infekci (Mims, 1964).

V experimentech byly pouzity 3izné makrofagové béné linie (IC-21, P388/D1,
PMJ2-R) a peritonalni makrofagy z mysSi C57BL/6 kofrané VKE in vitro. U kazdeé
z pouzitych bu&cnych linii bylo prokazano rozdilné mnozeni virgase, avsak titry viru
u kazdé z nich ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 h prokaz&telafistaly a dosahovaly
znatelrg vysSich hodnot, nez tomu bylo u peritonealnichnofdlgi, u kterych navic titr viru
v ¢ase klesal. Bvodem odliSného mnozeni viru v jednotlivych makgafaych liniich mize
pravdpodobr byt viiv stupré diferenciace makrofagna mnozstvi vyprodukovaného viru.
Konkrétre Ize ftici, Ze srostoucim stupm diferenciace makroféigklesd mnoZzstvi jimi
produkovaného viru do media. Toto tvrzeni Ize pdilpraci Kopeckého et al. (1991), kde
byla provedena infekce VKE peritonealnich makréfégdosplych (8 - 11 dni Zivota) a
dosglych (25 - 30 dni Zivota) inbrednich mysi. Peritainé makrofagy nedogfych mysi
byly k VKE prokazatel® vnima\gjsi.

OdliSnost v produkci viru mezi makrofadgovymi liniem peritoneélnimi makrofagy
lze vyswtlit pravdépodobré tim, Ze butcné linie neodrazeji skuteé interakce viru
s makrofagyn vivo, jelikoZz maji odlisSnou fyziologii z@/odu nadorové transformace.

NejniZSich tithi viru bylo dosaZzeno u makrofagové linie IC-21. Tatae¢na linie
byla odvozena transformaci normdlnich peritoneBinfakrofag mysi kmene C57BL/6
opicim virem 40, pitom ale stale sdili mnoho vlastnosti s normalnferitonealnimi
makrofagy - exprimuje specifické makrofagové amiigema fagocytarni a cytotoxické
vlastnosti. Tato linie se také zda byt vice difefemana nez linie P388/D1 (Walker &
Demus, 1975).

VySSi mira diferenciace b&ni linie IC-21 oproti linii P388/D1 potvrzuje tegrze
se rostouci Urovni diferenciace makrafaglesd mnozstvi jimi vyprodukovaného viru,
jelikoZz u makrofagové linie P388/D1 byly vihu experimentu zaznamenany vyzngmn
vysSi titry viru.

Velmi podobnych hodnot tidrviru jako u linie P388/D1 bylo dosazeno i u beme
linie PMJ2-R. V¢asovém intervalu 72 hodin byly tyto hodnoty dokopest vyssi. Akoli
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se bug¢na linie PMJ2-R v mnohém shoduje s peritoneélniraknofagy pomoci Northern

blotting analyzy bylo prokazano, Ze jejiitky exprimuji vysoké hladiny mRNA pro receptor
pro CSF-1, ktery je pt¢bny pro diferenciaci makrofagAdami et al., 1993). To by mohlo
byt ukazatelem toho, Ze hbtima linie PMJ2-R je méndiferenciovana, a dochazi v ni tak
shaze k vy§Simu mnozeni viru.

DalSim bodem této prace bylo porovnaniatittiru u peritonealnich makrofag
s termoinaktivani kiivkou viru. Pokusem bylo jagnprokadzano, Ze u peritonealnich
makrofag titry viru v case klesaji pomaleji nez je tomu u samotného vimediu. Otazkou
vSak Zistdva, zda se virus v peritonealnich makrofazicloainnnebo zda v nich pouze
pieziva. Podle dostupnych praci je mozné, Ze se wimi jen v malém procentu hikn
coz lze prokazat imunofluorescenci (Kopecky etl#91).

V druhé casti prace jsme se zamli na vliv klistécich slin na interakci VKE
s makrofagovymi liniemi PMJ2-R a IC-21. U Kkk8ich slin byly potvrzenycetné
imunomodul&ni &inky ovlivivjici jak pirozenou tak i specifickou imunitu hostitele.
Komponenty slin Ixodes ricinus zpasobuji snizeni aktivace a chemotaxe neufrofil
(Beaufays et al., 2008), snizuji aktivitu NK Bn(Kubes et al., 1994), dendritickych l@kn
(Skallova et al., 2008) i makrofadgKopecky & Kuthejlova, 1998).

Predpokladali jsme, Ze kli&ti sliny budou mit pozitivni dinek na replikaci VKE
v makrofazich. Hlavnimitzodem pro tuto hypotézu byldqdevsim to, Ze uloha makrofag
pii virové infekci sp@iva krone jiného v produkci interferonu, ktery hrajélédzitou roli
v dalSim rozvoji imunitni odpadi a likvidaci viru. Zarové bylo pomoci viru vesikularni
stomatitidy, ktery je k IFN extréndrcitlivy, prokazano, Ze kli&ci sliny inhibuji antivirovy
efekt IFN (Hajnicka et al., 2000). Mimo to viremfikbvané makrofagy produkuji oxid
dusnaty, ktery ma inhitii efekt na virovou replikaci. V praci Kopeckého Kuthejlové
(1998) bylo zjis&no, Ze extrakt ze slinnych zldzodes ricinus¢ast&né inhibuje produkci
NO mysSimi makrofagy.

Doposud byl prokazan vliv kli&ich slin na replikaci VKE v dendritickych
buinkach. Fialova et al. (2010) ve své praci prokamaliist procenta infikovanych bek
VKE, pokud byly k buiikam spolu s viremfpdany sliny. Procento infikovanych béknbylo
jese vyssi, pokud byly sliny preikubovany sikami 4 hodiny ped gidanim viru. Kliséci
sliny zvySily paet infikovanych bugk jak u vysoce virulentniho kmene KE Hypr, tak i
u mére virulentniho kmene Neudoerfl. AvSak zvySenou pikailwiru do kultivainiho media

acinkem slin se prokazat nepdde.
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Jednim z cil této prace bylo prokazat vliv kl&tich slin na zvySeni replikace VKE
v bunkdch makrofagovych linii. Tento vliv se ndm bohuzetpodélo jednoznané
prokazat, avSak nelze ho ani vyduvzhledem k vysledkn rekterychcéasovych intervail.
BohuZel neni mozné naSe zist porovnat s jinymi vysledky, jelikoZ na toto témabyla
doposud publikovana zadna prace.

Jednim z moznychuagodi pro¢ se nepodéo prokazat zvySeni produkce viru za
piitomnosti slin, nize byt odliSnost nadorévtransformovanych makrofagovych linii od
fyziologickych peritonealnich makrofagTo jak by se virus mnozil poripgani kliSécich
slin v peritonealnich makrofaziclistava otazkou pro dalsi vyzkum.

Dale je teba také poukézat na odliSnost pokusu oproti 8koti in vivo, kde
uvolovany pfibézre a jejich sloZzeni se &ase néni (McNally et al., 2012). Tato skuieost
byla potvrzena v diplomové praci Jany Sirmarovér&tdemonstrovala vliv sani kg
Ixodes ricinusna replikci VKE in vivo. Sani kligat mélo nejvyrazgjSi vliv na hladinu
viremie 4. a 5. den po infekci. Vliv samotnych @ehnych slin na virémii byl poénné maly
a to pouze 3. den po infekci. V této praci byly popsliny ze samidxodes ricinus které

saly na mateti po dobu 6 dni.
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6 ZAVER

Virus kli&’ové encefalitidy se mnozi v mySich makrofagovyaiidh.
Nejmérg se VKE mnozi v bugené linii IC-21.

U burg¢nych linii P388/D1 a PMJ2-R dosahuiji titry viru melae vysSich hodnot, které
jsou mezi sebou srovnatelné.

Peritonealni makrofagy nepodporuji mnozeni viru KdwSak virové titry vdchto
bunkach klesaji pomaleji, nez tomu je u termoinakiniaivky viru.

Vliv klistécich slin na replikaci VKE v makrofagovych liniiske nepodélo prokazat.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ADCC

ATB
BOFES
CNS
CSF
GL

IFN

KE
LAF
LGTV
LPS
ME
MHC
NK
ORF
PAMP

PFU
prM
PRR

RNA
SAT
TNF
UTR
VKE
WHO

burécna cytotoxicita zavisla na protilatkach (angl. batly dependent
cell-mediated cytotoxicity)
antibiotika

bovinni fetalni sérum

centralni nervova soustava

kolonie stimulujici faktor (angl. colony stimatihg factor)

L-glutamin

interferon

interleukin

klistova encefalitida

lymfocyty aktivujici faktor

Langat virus

lipopolysacharid

2-merkaptoetanol

hlavni histokompatibilni komplex (angl. majustocompatibility complex)
piirozeny zabijé (angl. natural killer)

otevenyc¢teci ramec (angl. open reading frame)

molekularni struktury na povrchu patogennideaisnt

(angl. pathogen-associated molecular patterns)

plakotvorna jednotka (angl. plaque-formingtuni

prekurzor M proteinu

receptory rozeznavajici molekulové struktang(. pattern-recognition
receptors)

ribonukleova kyselina

slinami aktivovany f&nos (angl. saliva-activated trasmission)
faktor nadorové nekrézy (angl. tumor necrdacgor)

negekladana oblast (angl. untranslated region)

virus kli¥ové encefalitidy

Swtova zdravotnicka organizace (angl. World Healtabization)
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