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1 Uvob

1.1 KULISTATA

Klistatovci (Ixodida) jsou fad obligatnich krev sajicich ektoparazitd, ktefi systematicky
nalezi do podtiidy roztoc¢a (Acari), tfidy pavoukovct (Arachnida), podkmene klepitkatct
(Chelicerata) a kmene ¢lenovct (Arthropoda). Tento fad se déli do 4 Celedi — klistakoviti
(Argasidae, mekka klist'ata), klistatoviti (Ixodidae, tvrda klist'ata) a méné vyznamnych celedi
Nutalliellidae a Laelaptidae, které zahrnuji pouze jeden rod. Nazvy tvrda a m&kka klistata
popisuji skutecnost, ze télo mekkych klist'at na rozdil od klistat tvrdych nekryje dorsalni §tit
(Anderson and Magnarelli, 2008).

Zivotni cyklus klistéte zahrnuje 4 stadia — vaji¢ko, larva, nymfa a dospélec. Jelikoz
vSechna klist'ata v urcitém stadiu svého vyvoje musi sat krev hostitele, patii mezi obligatni
ektoparazity. Poté, co larva po sani na hostiteli odpadne, vyviji se v nymfu, ze které se stava
dospélec, jenz v piipadé samicky naklade vajicka, ze kterych se vylihne larva (Nicholson et
al., 2018).

Klistéci slinné zlazy béhem ziskdvani potravy vylucuji do kize hostitele smes
fyziologicky aktivnich molekul, které plni celou fadu funkci. Molekuly zajiStuji pevné
upevnéni k hostiteli, vylu¢ovani prebytecné vody a iontll, alteraci koagulace, angiogeneze a
imunitniho systému hostitele (Heyman et al., 2010). Proteiny klistécich slin mtizou naptiklad
ovlivnit odpovéd dendritickych bunck, inhibovat fagocytozu, ovlivnit produkei
prozanétlivych cytokinti makrofagy nebo se vazat na chemokiny. Takovymi mechanismy se
klisté¢ snazi uniknout imunitnim mechanismim hostitele, aby nebylo zpozorovéano a ziskalo
tak delsi ¢as k sani (Robertson et al., 2009). Molekuly klistécich slin také zajist'uji pienos

patogentl, mezi které patii i klistova encefalitida (Heyman et al., 2010).
1.2 KLISTOVA ENCEFALITIDA

Virus klist'ové encefalitidy (TBEV), poprvé popsany pied vice nez 75 lety, je pivodcem
vazného onemocnéni centralniho nervového systému. Je rozSifen v Evropé a nékolika
oblastech Asie a jeho incidence navzdory existujicimu ockovani stale vzrusta. Existuji 3
geneticky velmi podobné virové subtypy — evropsky, sibifsky a dalnovychodni. Zdrojem
infekce je pro clovéka nakazené klisté, ale byly zaznamenany i ptripady infekce z konzumace

nepasterizovaného mléka (Bogovic, 2015).



Vektorem klistové encefalitidy je v zapadni Evropé prevazné Ixodes ricinus. KIisté se
nakazi virem pfi sdni na infikovaném hostiteli. Virus se v klistéti replikuje v bunikach stfevni
stény, odkud migruje do slinnych Zlaz, které jsou zdrojem infekce pro dalsi hostitele.
Nakazené klist¢ mtze infekci pienést na nasledujiciho hostitele nebo infikovat dalsi kliste
b&hem sousani, kdy v tésné blizkosti saji dvé klist'ata najednou. V druhém zminéném piipadé
muze dojit k pfenosu infekce mezi klistaty i v pfipadé, ze hostitel nema detekovatelnou
hladinu virémie. Po infekci zistava klist¢ infikované po cely sviij zivotni cyklus, pfi¢emz se
jako ptenaSeci uplatiuji zejména nymfy, protoze jich je mnohonasobné vice nez dospélct.
Nejvyssi narast incidence onemocnéni nastava v dobé nejvyssi aktivity klistat, kterd v ptipadé
stitedni Evropy ptipada na obdobi od dubna do listopadu. Dilezitym faktorem uplatiiujicim se
ve vzniku ptirozeného ohniska je synchronizace larev a nymf na pfelomu dubna a kvétna,
pficemz jejich sousani na stejném hlodavci vytvaii pro vznik takového ohniska idedlni
podminky (Mansfield et al., 2009).

Klistova encefalitida patii mezi dvoufazova onemocnéni. Jeden az dva tydny po piisati
klistéte nastava pocatecni faze se symptomy piipominajici chiipku. Po odeznéni prvni faze
nasleduje u 20-30 % pacientl faze druh4, kterd se manifestuje jako neurologické onemocnéni.
Umrtnost se 1idi v zavislosti na TBEV subtypu. U evropského to jsou 0-1,4 %, ale u
dalnovychodniho typu dosahuje timrtnost az 40 % (Robertson et al., 2009).

TBEV patii do rodu Flavivirus ¢eledi Flaviviridae. Flaviviry jsou malé viry o praiméru
40-60 nm se sférickou strukturou a lipidovym obalem. Genom viru se sklada z jednotetézcové
RNA o pozitivni polarité a velikosti 11 kb. Otevieny ¢teci ramec kdduje sedm nestrukturdlnich
proteint, které jsou zodpovédné za replikaci viru v buiice, a tiéi proteiny strukturalni —
kapsidovy protein C, membranovy protein M a velky obalovy glykoprotein E (Mansfield et
al., 2009). Zatimco protein C tvofi kapsidu, ktera obklopuje molekulu RNA, proteiny M a E
jsou inkorporovany do fosfolipidové membrany viru. E protein zodpovida za interakci
S bunécnymi receptory a fzi s bunéénou membranou a indukuje tvorbu virus neutralizacnich
protilatek (Gritsun et al., 2003).

Prvnimi bunkami, ve kterych se po pfisati infikovaného kliStéte virus klistové
encefalitidy replikuje, jsou kozni dendritické Langerhansovy buiiky. Tyto buiiky transportuji
virus do lymfatickych uzlin, nésleduje vznik virémie a virus diseminuje do extraneuralni
tkanég, zejmeéna do sleziny, jater a kostni dfené. Viremicka faze trva n€kolik dni. Virus nasledné
zpuisobem, ktery neni zcela prozkoumany, prostupuje hematoencefalickou bariérou do mozku.
Primarnimi bunikami, které virus v centrdlni nervové soustavé infikuje, jsou neurony

(Bogovic, 2015). Pro piekonani hematoencefalické bariéry je nezbytna dostatecna replikace
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viru v primarn¢ infikovanych buikach. Viry s nizkou schopnosti nastolit virémii v perifernich
tkanich jsou daleko méné neuroinvazivni (Rtuzek et al., 2010).

Cyklus TBEV V hostitelské bunice je znazornén na obrazku 1. TBEV vstupuje do bunék
receptory zprostfedkovanou endocyt6zou nebo mikropinocytézou. Ackoliv bunéény receptor
a konkrétni mechanismus zodpovidajici za vstup viru do bunky nebyl identifikovan, za hlavni
kandidaty se povazuje protein vazajici laminin (LBP), aVVB3 integrin a heparansulfat. Po
vstupu TBEV do bunky dochazi k preuspotfddani virionu v dasledku snizovani pH
v endozomu. V disledku zmény pH se E a M proteiny za¢nou odpuzovat, protein E trimerizuje
a dojde kodhaleni c¢asti proteint, které zajisti splynuti virové obalové membrany
s membranou endozomu. Nasledné je nukleokapsida uvolnéna do cytosolu bunky, kde je
rozloZena. Tak dochazi k uvolnéni RNA (Pulkkinen et al., 2018). Replikaci RNA se tvoii
negativni vlakno RNA, kter¢ slouzi jako templat pro syntézu pozitivniho vldkna. Sestavovani
novych virovych ¢astic probihd na endoplazmatickém retikulu. RNA genom se obaluje C
proteinem do podoby nukleokapsidy. Nezraly a neinfek¢ni virion obsahujici proteiny prM a E
dozrava v Golgiho aparatu (trans Golgi systém — TGN) rozst€penim spojeni proteinu prM a E
hostitelskou proteazou furinem. Spolu se vznikem malého M proteinu dochazi k reorganizaci
proteinu E do formy homodimeru. Takto vyzrdly virion obsahujici M protein se stava
infek¢nim a je pomoci transportnich vacka, které fuzuji s plazmatickou membranou, uvolnén

z buniky (Mandl, 2005).
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Obr. 1: Cyklus TBEV V hostitelské burice.

Zdroj: Vlastni zpracovani pomoci BioRender.com
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Odpovéd vrozené imunity se rozviji v ramci minut od infekce. Bunky hostitele se snazi
limitovat virovou replikaci v infikovanych buiikdch. Hlavni roli v antivirové obrané hraje IFN
typu I. Signalizace pomoci IFN vede k upregulaci 1SGs, které ovlivituji buné¢nou syntézu
proteinti, polocas zivota RNA a bunécné piezivani. IFN prvniho typu také usnadnuji odpoveéd
antivirové adaptivni imunity tim, Ze indukuji maturaci dendritickych bunck a prezentaci
antigenu prostfednictvim MHC I (Robertson et al., 2009).

Virus je buiikkou detekovany prostiednictvim PRR, coZ jsou receptory rozpoznavajici
TLR3 a TLR7 a TLRS8, a cytoplazmatické receptory RIG-I. Signalizace prostfednictvim TLR
a RIG-I receptort vede k aktivaci transkripcnich faktort jako je NF-kB a interferon regulacni
faktor IRF-3 a IRF-7. Exprese receptort, které patogen rozpoznavaji, je bunééné specificka
(Robertson et al., 2009).

IFN se autokrinnim i parakrinnim zptisobem vazou na bunky a amplifikuji tak IFN
odpovéd’. Buiikky na takovyto signal reaguji stimulaci JAK-STAT signaliza¢ni drahy.
Kaskadovitou fosforylaci kindz dochazi k tvorbé komplexu STATI1, STAT2, IRF-9, ktery
tvoii transkripéni faktor ISGF3. Tento d¢j vede k expresi desitek ISGs, které nastoluji
v bunikach antivirovy stav a spole¢né s prozanétlivymi cytokiny a chemokiny tvoii odpovéd
adaptivni imunity (Robertson et al., 2009).

Virus vyuzivd bunétné odpovédi hostitele jako pomocny mechanismus pro svoji
tykajici se bunécné smrti a bunécné odpoveédi proti stresu. Takové procesy jsou navzajem

propojeny a zahrnuji apoptozu a autofagii (Iranpour et al., 2016).
1.3 APOPTOZA

Apoptdza, neboli programovana bunécna smrt, je evolu¢né konzervovany proces
nezbytny pro vyvoj embrya, udrZzeni homeostazy a eliminaci infikovanych bunék (Czabotar et
al., 2014).

Morfologicky se apoptdza projevuje svrasténim buiiky a vzniku bunéénych fragmentd,
tzv. apoptotickych télisek, které jsou obalené plazmatickou membranou. Téliska jsou
nasledkem receptori na povrchu bunck, které wvysilajici ,.eat-me* signal, poziena
fagocytujicimi bunkami (Czabotar et al., 2014). Typickym ,,eat-me* signalem je naptiklad
externalizovani fosfatidylserinu z vnitiniho listu lipidové dvojvrstvy na povrch bunky (Birge

et al., 2016). Na rozdil od nekrézy, kdy dochazi nasledkem velkého rozpinani mitochondrie



a prasknuti membrany k rozvoji zanétlivé odpovédi, je apoptdza velice efektivnim a Setrnym
systémem (Czabotar et al., 2014).

Dilezitou roli v procesu apoptozy hraje tida cysteinovych proteaz s ndzvem kaspazy.
Kaspazy jsou syntetizované jako inaktivni proenzymy, ale kdyz je buiika odsouzena ke smrti,
konvertuji se v aktivni proteazy (Steller, 1995). Aktivni proteazy dokazi stépit dulezité
bunééné proteiny a zapficinuji tak typické morfologické znaky apoptdzy (Song and Steller,
1999).

K aktivaci kaspdz muaze dochazet dvéma cestami. Prvni cesta zahrnuje
transmembranové receptory na membrang a tika se ji vnéjsi. Druha cesta se nazyva vnitini a
klicovym bodem je mitochondrie (Estaquier et al., 2012). Schéma drah apopt6zy je znazornéné
na obrazku 2.

Vnéjsi cesta aktivace je iniciovana skupinou transmembranovych receptori TNFR,
kterym se fika receptory smrti. Mezi zastupce této skupiny patii i receptor Fas (také nazyvany
Apol nebo CD95) (Nair et al., 2014), ktery odstranuje aktivované T-lymfocyty na konci
imunitni odpovédi. Vazbou extracelularnich ligandu, jako je tieba Fas ligand, na tento receptor
skladajiciho se z adaptorové molekuly FADD a pro-kaspazy 8. Tak je kaspéaza-8 aktivovana.
Ta nésledné §tépi downstream zymogeny kaspaz, jako je tfeba kaspéza 3, a pro-apoptotického
zastupce proteinové rodiny Bcl-2 — protein BID. Tak je signal bunééné smrti znasoben (Song
and Steller, 1999).

Pii aktivaci kaspazy vnitini cestou dochazi k uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrie.
Cytochrom ¢ se za normdlnich okolnosti nachdzi mezi vnitini a vnéjSi membranou
mitochondrie, kde funguje jako dulezitd soucast dychaciho fetézce. Piesné okolnosti, za
kterych je cytochrom ¢ z mitochondrii uvolfiovan, vSak nejsou znamy. Cytochrom ¢ po
uvolnéni z mitochondrie oligomerizuje s Apaf-1 a prokaspazou-9. Tak vznika komplex
S ndzvem apoptozoém. V tomto komplexu aktivovana kaspaza 9 aktivuje kaspazu 3 a apoptdza

je spusténa (Kuranaga, 2012; Song and Steller, 1999).
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Obr. 2: Vng¢jsi a vnitini cesta apoptozy.
Zdroj: Upravena piedloha ,,Apoptosis Extrinsic and Intrinsic Pathways“ od BioRender.com (2020)
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O tom, jestli buiika ptezije, nebo vstoupi do apoptdzy, rozhoduji mimo jiné také zastupci
proteinové rodiny Bcl-2, jejichz funkce je znazornéna na obrazku 3. Jejich pozménéna exprese
je Casto pozorovana u rakovinovych onemocnéni, kde ptispiva k neoplastické bunécné expanzi
potlatovanim apoptdzy, aby tak byl prodlouzen Zivot nadorové bunky (Reed, 1998). Ackoliv
ma mnozstvi zastupct této proteinové rodiny (napft. protein Bcl-2) anti-apoptotickou funkci,
jini zastupci, proteiny BAX nebo jiz zminény BID, naopak apoptozu stimuluji. Ve zdravych
bunikach proteiny podporujici pieziti zabranuji aktivaci BAX a BAK. Stresové signaly aktivuji
BH3-only proteiny, které se pevné vazou na proapoptotické zastupce Bcl-2 proteinti, ¢imz
zamezuji tomu, aby tyto proteiny blokovaly ¢innost proteinit BAX a BAD. Nékteré BH3-only
proteiny také pfimo BAX a BAD aktivuji (Adams and Cory, 2018). Piesné uc¢inky Bcl-2

proteinu ale nejsou znamé (Song and Steller, 1999). Ma se vsak za to, Ze reguluji bunéénou
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(Diehl and Schaal, 2013).

1.3.1 Apoptdza v burikach infikovanych flaviviry

Mnoho virti se snazi procesu apoptozy zamezit nebo ho obejit a otupit tak imunitni
odpovéd’ hostitele. Experimenty naptiklad ukézali, Ze DNA viry inhibuji bunénou smrt
z diivodu prodlouzeni infekce a zvySeni produkce viru. Situace s RNA viry se vSak zda byt
komplexngjsi (Okamoto et al., 2017).

Ovlivnéni apoptozy viry se potvrdilo i u infekce flaviviry jako je virus japonské
encefalitidy (JEV), Dengue virus (DENV), Langat virus (LGTV) nebo virus zapadonilské
horecky (WNV). Ukazalo se, Ze tyto viry aktivuji n€kolik signalnich drah, coz usti v aktivaci
nebo potlaceni apoptozy ve virem infikovanych bunkach (Okamoto et al., 2017).

Jako ptiklad proapoptotické aktivity mtize byt uveden virus dengue, coz je nejletalnéjsi
zastupce ze skupiny Flavivirt. Vétsina jeho virovych proteinti (NS2, NS3, NS5, C a E) spousti
vné&jsi drahu apoptdzy v mnoha typech bunék (Ghosh Roy et al., 2014). Konkrétnim piikladem
je kapsidovy protein C, ktery se nachazi v cytoplazmé i1 v jadie virem infikovanych bunék.

Ukéazalo se, Ze jeho lokalizace v jadie je nezbytnd pro jeho interakci s proteinem DAXX, ktery
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interaguje s Fas doménou a indukuje tak apoptézu (Netsawang et al., 2010). Proteazova
aktivita nestrukturdlniho proteinu NS3 zase indukuje apoptézu aktivaci kaspazy 3 a 8
(Okamoto et al., 2017). DENV ale muze spoustét i vnitini drahu apoptoézy a to virovym
proteinem M (Catteau et al., 2003). V n¢kterych piipadech muze virus indukovat buné¢ny
stres, at’ uz prostiednictvim ER, ROS nebo NO, které mohou vyustit v apoptdzou (Lin et al.,
2002). Zda se, ze disponovat vice strategiemi, jak v bufice indukovat apoptdzu, je pro virus
vyhodné pro piipad, kdy by jedna z cest bunééné smrti nebyla uspésna.

Aby WNYV podpofil neuroinvazivitu, zptisobuje apoptdézu v CNS. Kapsidovy protein
interaguje s p53, ktery targetuje protein BAX a aktivuje tak vnitini drahu apoptozy (Yang et
al., 2008). Kapsidovy protein WNV ma ale i opacny, antiapoptoticky ucinek, protoze pies
aktivaci PI3K stimuluje fosforylaci Akt, ktera potlaci aktivaci kaspazy 3 a 8 (Urbanowski and
Hobman, 2013). Nestrukturalni protein NS3 stejné jako u viru dengue protedzovou aktivitou
stimuluje apoptozu aktivaci kaspazy 3 a 8 (Ramanathan et al., 2006).

Virus japonské encefalitidy ma podobnou patogenitu jako WNV a taktéz ovliviiuje
vnitini 1 vnéjsi cestu apoptdzy. Taktéz jako WNV a DENV, i nestrukturalni protein NS3 JEV
indukuje apoptozu, ale v tomto piipadé jeji vnitini cestu, tedy kaspazu 9 a 3 (Yang et al.,
2009).

V apoptoze virem infikovanych bunék hraji roli vyse zminéné Bcl-2 proteiny. V ptipadé
flavivird se ukazalo, Ze oslabuji buné¢nou proteosyntézu, v diisledku c¢ehoz snizuji expresi
protiapoptotického proteinu MCL-1. Pteziti infikované buniky pak zavisi na protiapoptotickém
proteinu BCL-X.. Dikazem bylo podani inhibitoru BCL-X., kter¢ vedlo k BAX/BAK
dependentni apoptdze infikovanych bunék. Bunky byly nasledné fagocytovany makrofagy,

coz vedlo k inhibici diseminace viru, aniz by vznikla zanétliva reakce (Suzuki et al., 2018).
1.4 AUTOFAGIE

Autofagie je intracelularni proces, pifi kterém dochazi k degradaci bunécnych
komponent v lysozomu (Mizushima, 2007). Typickym spoustééem autofagie je nedostatek
zivin, jako jsou napiiklad aminokyseliny (Mortimore and Poso, 1987). Autofagii ale mize
navodit také stav hypoxie nebo zména hladiny ATP a inzulinu (Glick et al., 2010). Takovéto
signaly zaznamena kinaza mTOR (Mizushima, 2007), ktera funguje jako negativni regulator
autofagie. Ve chvili, kdy dochazi k hladovéni bunky, je kindza mTOR inhibovana. Inhibice

Proces autofagie je =znadzornén na obrazku 4. Nejdiive dochazi k uzavieni

vnitrobunéného materialu véetné organel do typické membrany s ndzvem fagofor. Fagofor

8



se prodluzuje, dojde k fuzi koncli membrany a stava se z ného dvou membranova organela
autofagozém. Fuzi autofagozomu s lysozomem vznika autofagolysozém, ktery obsahuje
degradaéni hydrolytické enzymy (Iranpour et al., 2016). Lysozomalni permeazy a transportéry
po degradaci exportuji aminokyseliny, nukleotidy a volné mastné kyseliny zpatky do
cytoplazmy, kde jsou vyuzity pro energeticky metabolismus, produkci makromolekul a
biosyntézu. Autofagie proto muize byt vnimdna jako recyklacni proces, ktery navic jesté
generuje ATP a reguluje poSkozeni odstranénim nefunk¢nich proteint a organel (Glick et al.,
2010; Iranpour et al., 2016).

Proteiny, které jsou do procesu autofagie zapojeny, koduji geny ATG. Proteiny se déli
do péti kategorii na zdkladé své funkce, mezi které patii odpovéd’ na spusténi kindzy mTOR,
formovani transportniho vezikulu, expanze vezikulu, odlouceni jinych Atg proteini a
permeabilizace vakuoly, ktera umozni eflux aminokyselin z mista degradace (Iranpour et al.,
2016). Dulezitym proteinem je také LC3, jehoZ cytosolicka forma LC3-I je konjugovana do
fosfolipidu a vytvari tak LC3-fosfatidyletanolamin konjugat oznacovany jako LC3-II, ktery je

zabudovan do membrany autofagozému (Tanida et al., 2008).

Autofagie Lysozom

@
Autofagozém
O ®

Fagofor ']

< o e Fuze
L )
%, autofagozému s
g« _—r e \ lysoz6men

®
L]
t
J“. L]
°* —
e — —

®

Degradace a recyklace Autofagolysozom

Created in BioRender.com bio

Obr. 4: Proces autofagie.
Zdroj: Upravena piedloha ,,Autophagy Process“ od BioRender.com (2020)

https://app.biorender.com/biorender-templates

1.4.1 Autofagie v bunkach infikovanych flaviviry

Ackoliv je autofagie ptivodné fyziologickou odpovédi bunky na stres z prostifedi, mnoho

virt vyuziva autofagii jako strategii k pieziti (Li et al., 2012).
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Monitorovanim hladiny proteinu LC3, ktery je béhem autofagie lipidovan, bylo zjisténo,
ze virus japonské encefalitidy vyuziva autofagie ke zvyseni produkce viru (Li et al., 2012).
Autofagie také mize byt zvySena v buiikach infikovanych DENV (Heaton and Randall, 2011).
Co je prekvapiveé, U WNV se indukce autofagie neprokazala, coz naznacuje, ze interakce viru
S procesem autofagie nejspiSe neni konzervovana vramci celedi (Vandergaast and
Fredericksen, 2012).

Ackoliv neni jasné, jakym zptisobem autofagie podporuje replikaci viru, spekuluje se o
péti moznych mechanismech. Produkty a organely vznikajici v procesu autofagie mohou
usnadiovat vniknuti viru do buiiky a slouzit jako scaffoldy pro replikaci. Autofagie také mtize
regulovat metabolismus lipidi, kdy kapky lipidd slouzi viru jako zdroj energie béhem
replikace. Virus muize dale prodluzovat Zivot buiiky, aby ziskal Cas pro svou replikaci.
Poslednim uvazovanym mechanismem je indukce autofdgie pro potlaceni imunitni odpovédi

hostitele (Iranpour et al., 2016).
1.5 DENDRITICKE BUNKY (DC)

Poprvé byly dendritické bunky identifikovany v epidermis v roce 1868 a byly nazvany
Langerhansovy bunky. Pfitomnost dendritickych bunék i v jinych tkanich byla objevena
v roce 1973 (Steinman and Cohn, 1973). Od jinych bun¢k se daji rozeznat diky své nezvyklé
morfologii (tvar hvézdice) a vysoké expresi MHC II molekul (Bell et al., 1999).

Dendritické burniky spojuji vrozenou a ziskanou imunitu. Patfi mezi buiiky vrozené
imunity, protoze rozeznavaji a odpovidaji na PAMPs a DAMPs signaly a formuji tak akutni
zanétlivou odpoveéd’. Hraji ale vyznamnou roli 1 v ziskané imunité, protoze pomoci molekul
MHC prezentuji antigen naivnim T-lymfocytim (Collin and Bigley, 2018).

Existuji 3 vyvojova stadia dendritickych bunék. Zatimco prekurzorové DC koluji v krvi
a lymf&, nezralé DC se zdrzuji ve vSech tkanich kromé tkdné¢ mozku a varlat a cekaji na
patogeny, které by mohly zachytit. Zralé DC sidli v sekundarnich lymfatickych organech (Bell
etal., 1999).

Jak uz bylo naznaceno, hlavni funkci dendritickych bunék je ochrana vnitiniho prostiedi
a iniciace imunitni odpovédi. KdyZ solubilni antigen pronikne do tkéni, tkanové dendritické
buiikky ho zachyti pomoci PRR receptoru. Jako odpovéd na takovy stimul podléhaji
dendritické buniky programovanym fenotypickym a funkénim zménam zakoncenych maturact,
béhem niz migruji z periferie do sekundarnich lymfatickych tkani. Maturaci se na
dendritickych bunkéch zvysSuje exprese MHC II molekul, kostimula¢nich molekul (CD80,

CD86) a zanétlivych cytokini. Dozranim také ziskaji dendritické buniky schopnost aktivovat
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specifické T-lymfocyty pravé pomoci exprimovanych kostimula¢nich molekul. Dalsi funkci
DC je indukce imunologické tolerance, kdy dendritické buniky thymu prezentuji endogenni
peptidy vlastniho organismu nové vznikajicim thymocytim a zajisti tak odstranéni
autoreaktivnich T lymfocytu (Bell et al., 1999).

Na rozdil od B a T-lymfocyti neexistuje pro dendritické buiiky zadny spolecny
povrchovy antigen, podle které¢ho by se daly vSechny dendritické bunky identifikovat. Je to
proto, ze se jednd o heterogenni skupinu bunék zahrnujici vice populaci (Liu and
Nussenzweig, 2010). Dendritické bunky se déli do tii skupin, a to na myeloidni (konven¢ni)
linii, lymfoidni (plazmacytoidni) linii a linii dendritickych bun€k derivovanych z monocytu
(MoDC), pricemz myeloidni linie zahrnuje dvé podskupiny — Langerhansovy burky a
intersticialni dendritické bunky (Bell et al., 1999; Collin and Bigley, 2018; Lutz et al., 2017).

1.5.1 Plazmacytoidni dendritické buriky (pDC)

Plazmacytoidni dendritické buiiky byly prvné objeveny v krvi a v mandlich (Grouard et
al., 1997). Maji excentrické jadro, napadné endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat.
Jejich dominantni vlastnosti je produkce interferont typu | (Collin and Bigley, 2018).
(Fensterl and Sen, 2009).

Plazmacytoidni pDC z hlediska vyvoje vychézeji ze stejného spoleéného DC
progenitoru jako konvenéni DC (cDC), ale svou expresi a genetickym profilem pfipominaji
spiSe burniky vzniklé z lymfoidni buné¢né linie jako jsou T a B lymfocyty (Matta et al., 2010).

Co se tyCe povrchovych markert, lidské pDC na rozdil od myeloidnich ¢DC
neexprimuji antigeny CD11c, CD33, CD11b nebo CD13 (MacDonald et al., 2002). Naopak
antigen CD4 exprimuji pDC nejvice ze vSech dendritickych bun¢k a monocytu (Jardine et al.,
2013). Jelikoz hlavni funkci pDC je produkce interferonu typu I, maji na svém povrchu fadu
receptort, které produkeci ovliviiuji — CD303 (CLEC4C), CD304 (neuropilin), CD85k (ILT3),
CD85g (ILT7), FceR1, BTLA, DR6 a CD300A (Collin and Bigley, 2018). Mysi pDC se od
lidskych 1isi tim, Ze exprimuji CD11c a marker B220, kterym se daji odlisit od konvencnich
DC (Colonna et al., 2004; Musumeci et al., 2019).

Zajimavy rozdil mezi pDC a cDC je jejich expresni profil proteina Bcl-2 rodiny, ktery
koresponduje s tim, na jakych proteinech zavisi jejich ptezivani. V porovnani s cDC maji pDC
vysokou expresi Bcl-2 a naopak nizsi expresi Al. Co se ty¢e MCL-1 a BCL-X., je exprese

V obou typech bunék srovnatelna. Aplikovani specifického inhibitoru Bcl-2 selektivné zabilo
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pDC, ale ne cDC. Ptfidani inhibitoru A1l naopak smrt pDC (na rozdil od cDC) nezpusobilo.
Pro piezivani obou DC populaci je také nezbytny protein MCL-1 (Carrington et al., 2015).

Pro vyvoj pDC je klicova kinaza FLT3 a jeji ligand (FLT3L), bez jejichz signalizace se
pocet pDC v lymfoidnich organech a kostni dieni snizuje (Schmid et al., 2010). Spolu s FLT3
mize byt generace pDC podpotena i M-CSF (Fancke et al., 2008). Naopak, GM-CSF inhibuje
vyvoj pDC ftizeny FLT3L, nebot indukuje signaliza¢ni drdhu, kterd ruSi expresi genil
souvisejicich s pDC ve FLT3" progenitoru a inhibuje transkripci IRFS8, ktery je pro vyvoj pDC
také nezbytny (Esashi et al., 2008; Gilliet et al., 2002).

Plazmacytoidni DC rozpoznavaji diky Toll-like receptorim TLR7 a TLRY virovou
RNA a DNA a odpovidaji na virovou infekci rapidni produkci interferonu I typu a sekreci
cytokint (Bao and Liu, 2013). Produkce interferonu I typu je zajisténa pomoci transkripéniho
faktoru IRF7. zatimco produkce TNF a IL-6 zprostifedkovava NF-kB (Honda et al., 2005).

Sekrece IFN typu I pDC jako odpovéd’ na akutni virovou infekei je limitovana ¢asem i
amplitudou. Nejvice je sekrece patrna brzo po systémové infekci viry jako je cytomegalovirus
nebo herpes simplex virus 1, kdy se buiiky snazi omezit replikaci viru. Postupné ale zacinaji
byt v sekreci IFN typu I dominantni jiné buiiky a produkce interferonu pDC ztraci vyznam.
KdyZ dojde k lokélni virové infekei, produkce interferonu typu I pDC mé vyznam pouze
pokud jiné obranné linie selhavaji. Naptiklad v pfipad¢€ plicniho onemocnéni, ktery zptsobuje
virus Newcastleské nemoci, jsou primarnim zdrojem IFN typu I alveolarni makrofagy a pDC
nastupuji na scénu v piipadé, kdy jsou tyto makrofagy eliminovany (Kumagai et al., 2007).
Jak se ale ukédzalo v pokusu na mysi nakazen€ virem chiipky, odpovéd’ pDC na akutni virovou
infekci nemusi byt vzdy prosp€snd. Nadmeérna produkce IFN typu I buitkami pDC vyustila
Vv nekontrolovatelny zanét a apoptdzu bronchialniho epitelu (Davidson et al., 2014). Zda se
tedy, Ze vliv pDC na akutni virovou infekci se miize liSit v zavislosti na konkrétnim viru a
genetickém pozadi (Swiecki and Colonna, 2015).

Mezi vlastnosti pDC patii ale také prezentace antigeni CD4" T-lymfocytim pomoci
exprese MHC II a kostimula¢nich molekul, ovS§em ne tak efektivné, jako to dokazou cDC.
V zavislosti na kontextu situace vyusti prezentace antigenu v aktivaci CD4" T-lymfocytti nebo

v indukci tolerance (Swiecki and Colonna, 2015).

1.5.2 Langerhansovy buriky (LC)

Jak uZ bylo zminéno, Langerhansovy builkky byly vroce 1868 prvnimi poznanymi

dendritickymi buiitkami. Jméno dostaly podle svého objevitele, kterym byl Paul Langerhans
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(Berger et al., 2006). Jedna se o specializované DC, které osidluji bazalni epidermis a jiny
vrstevnaty dlazdicovy epitel (Collin and Bigley, 2018).

I kdyz byly povazovéany za typické predstavitele linie dendritickych bunék, protoze
migruji do lymfatickych uzlin a prezentuji antigen T-lymfocytim, daji se povazovat i za
specializovanou podmnozinu makrofagt osidlujici tkang, se kterymi sdili drahu svého vyvoje.
Jejich pfibuznosti k makrofdgiim nahrava i fakt, ze LC jsou schopné ztraty ve tkénich
zpusobené migraci do lymfatickych organii nahrazovat tim, ze se samy obnovuji nezavisle na
kostni dieni (Doebel et al., 2017). Dendritické buniky s LC fenotypem mohou byt derivované
z CD14" monocytl za piitomnosti TGF-B, GM-CSF a IL-4 (Geissmann et al., 1998).

Fenotyp LC odpovida jejich ptivodu a funkci. Reprezentuji populaci leukocyti expresi
CD45 a myeloidni linie pomoci myeloidnich markerdt CD33 a CD13. Dale na svém povrchu
exprimuji lektinovy receptor C-typu s nazvem langerin (CD207); invariantni MHC I molekulu
CD1a; CDl1lc; adhezivni molekuly B1 integrin, CD44, CD54 a E-cadherin, ktery mizeme
najit také u keratinocytl. Jako antigen prezentujici bunky exprimuji také MHC I a II tridy
(Valladeau and Saeland, 2005). Charakteristickym znakem je unikatni organela tvaru tenisové
rakety s nazvem Birbeckova granula. Ty se skladaji pravé zjiz zminovaného langerinu
(Romani et al., 2010).

Ulohou LC je monitorovat své okoli, internalizovat cizi proteiny a vystavit jejich
zpracované peptidy na svém povrchu s MHC | nebo II tfidy. Peptidy vystavené s MHC |
stimuluji CD8 (cytotoxické) T-lymfocyty, které nasledné bunky nakaZené virem lyzuji.
Peptidy prezentované s MHCII jsou rozpoznavané CD4 (pomocnymi) T-lymfocyty, které

nastoluji humoralni imunitu (Berger et al., 2006).

1.5.3 Viliv flavivirové infekce na dendritické buriky

Jak uz bylo zminéno, dendritické buiiky hraji zésadni roli ve vrozené imunité a
antivirové odpovédi. Odpovéd’ na infekci se ale mezi subtypy DC 1isi. To se naptiklad ukazalo
u infekce WNV a LGTV. Viry v pDC indukuji sekreci IFN-a, ktera neni zavisla na replikaci
viru v bunkach. Jinak je tomu u mDC, jejichz produkce IFN-o na replikaci viru zavisla je a
hodnoty IFN-a jsou nizsi (Robertson et al., 2009; Silva et al., 2007).

Flaviviry ovliviwyji i maturaci dendritickych bunék. To se ukazalo v ptipadé DC
infikovanych DENV. Infikované DC mély sniZenou exprest MHC a kostimula¢nich molekul,
zhorSenou schopnost stimulovat proliferaci T-lymfocytii a nedokazaly odpoveédét na piidatny

vvvvvv

experimentem, kdy infekce DENV vedla k maturaci DC a stimulovala produkci cytokini
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TNF-0 a IFN-o (Libraty et al., 2001). Podobny vliv byl pozorovan ve slezinovych DC
infikovanych TBEV, kdy po infekci bunék doslo ke zvyseni exprese MHC I a MHC II molekul
(Fialova et al., 2010).

1.5.4 Vliv kliStécich slin na dendritické burnky

Jak uz bylo zminéno, klistéci sliny plni celou fadu funkci v€etné ovlivnéni imunitni
odpovédi hostitele. Vlivy, které maji kliStéci sliny na funkci dendritickych bunék, jsou
zndzornény na obrazku 5. Jednim z pfikladi muze byt celkovy inhibi¢ni efekt slin klistéte
Ixodes ricinus. Sliny inhibuji maturaci DC, ktera je zprostiedkovana vazbou piislusejicich
ligandi na CD40 a TLR3, TLR7 a TLR9. Dale inhibuji ¢asnou migraci DC z mista zanétu do
spadovych lymfatickych uzlin, snizuji schopnost DC prezentovat antigen specifickym T-
lymfocytim a navozuji protizanétlivou Th2 odpovéd’. K inhibi¢nimu efektu slin mutze
dochazet prostiednictvim potlaceni uvoliiovani prozanétlivych cytokint, které se na migraci a
maturaci DC podileji. Konkrétné se jednd o cytokiny IL-1 a TNF-a. (Skallova et al., 2008).
Tyto vysledky naznacuji, ze ptitomnost klistécich slin zajist'uje, ze si DC udrzi nezraly fenotyp
a zustavaji tak permisivni k virim, které sliny mizou pfenaset (Kazimirova et al., 2017). Déle
bylo vyzkoumano, ze sliny klistéte R. sanguineus snizuji expresi chemokinového receptoru
CCRS5 na povrchu DC, ¢imzZ selektivné inhibuji odpoveéd’ nezralych DCs na chemotakticky
protein MIP-1a (Oliveira et al., 2008). Inhibice
migrace V dusledku snizené exprese CCRS se

potvrdila ve studii, kdy sliny A. cajennense

inhibovaly migraci DC vi¢i chemokinu RANTES, IL-6, TNF, IFN-B
ktery se vedle MIP-1a na CCRS vaze. V této studii CCRS
: . .. e, v g Migrace
sliny vedly Kk polarizaci imunitni odpovédi ve /,’,‘;‘t‘:ﬁg'
. . ] / Fagocytéza
prospéch Th2, stimulovaly produkei IL-10 cytokinu
% Thi
dendritickymi bufikami po stimulaci ligandem \ Thz
NF-kB, PI3K/Akt
TLR4 a ve zralych DC inhibovaly expresi CD40 a ERK1/2

CD86 (Carvalho-Costa et al., 2015). Ukazalo se, ze :

Obr. 5: Vliv klistécich slin na
dendritické bunky

v supresi Thl imunitni odpovédi v lymfatickych
uzlinach hraji diilezitou roli Langerhansovy bunky.

To bylo dok4zano ve experimentu, kdy po sani

. . . ) .. Zdroj: Vlastni zpracovani pomoci
klistéte Ixodes scapularis na LC deficientni mysi
BioRender.com (2020). Inspirovano

doslo oproti jinym zminénym pokusum k indukci )
Kotal et al., 2015.

odpovédi Thl (Vesely et al., 2009). Klistéci sliny
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také inhibuji interferonovou signalizaci (Lieskovska and Kopecky, 2012a). Dalsi funkci,
kterou klistéci sliny v dendritickych bunkach ovliviuji, je fagocytdza. Sliny klistéte Ixodes
ricinus snizily fagocytovani Borrelia afzelii a prekvapivé po inkubaci s B. afzelii inhibovaly
produkeci jak cytokint Thl (TNF a IL-6), tak Th2 (IL-10) (Slamova et al., 2011). B. afzelii
figurovala i ve studii zkoumajici detaily ovlivnéni maturace DC slinami klistéte I. ricinus.
Aktivace NF-xB a drahy PI3K/Akt byla slinami sniZzena jak po stimulaci zprostfedkovanou
TLR2, tak B. afzeii. Jako odpovéd” na B. afzeii doslo ke sniZzeni hladiny TNF v DC kvili
selektivni supresi ERK1/2, Akt a NF-xB (Kotal et al., 2015; Lieskovska and Kopecky, 2012b).

1.5.5 Viliv klistécich slin na dendritické buriky infikované flaviviry

Klistéci sliny svymi mechanismy ovliviuji i procesy probihajici v infikovanych bunkach,
véetné dendritickych.

Pfi zkoumani vlivu slin klistéte Ixodes ricinus na dendritické bunky se ukazalo, ze sliny
zvySuji procento virem infikovanych bunck, snizuji apoptézu a snizuji produkci
prozanétlivych cytokini TNF-a a IL-6, které uvoliuji virem infikované buiiky (Fialova et al.,
2010).

V experimentu na myeloidnich DC bylo dokézano, ze sliny klistéte Ixodes ricinus
vyznamné zvySuji replikaci viru bunikach a podporuji aktivaci antiapoptotické drahy Akt.
V souladu stim také dochazi k potlaceni apoptdzy. Klistéci sliny dale posiliiuji drahu
JAK/STAT a transkripcni faktor NF-kB. Tyto elementy jsou sice povaZzované za mechanismy
antivirové obrany, ale jelikoZ NF-kB prostfednictvim aktivace genii imunity, zanétu a
proliferace podporuje pieziti buiiky, neni tento fakt s potlaenim apoptdzy ve prospéch viru

v rozporu. (Lieskovska et al., 2018).
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2 CIiLE PRACE

e Derivace pDCaLC
e Analyza vlivu klistécich slin na replikaci TBEV v plazmacytoidnich dendritickych
bunkach (pDC) a Langerhansovych buiikach (LC)
e Analyza apoptdzy a autofagie v LC infikovanych virem a ovlivnéni slinami
e Analyza pteziti pDC infikovanych virem a ovlivnéni pieziti slinami
e Analyza apoptdzy v infikovanych pDC a ovlivnéni apoptdzy slinami
o Analyza vazby Annexinu V na fosfatidylserin

o Analyza exprese apoptotickych proteint
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3 MATERIALY A METODY

3.1 MATERIALY

3.1.1 Mygi

V ramci diplomové prace byli pouziti 6-16 tydnd staré inbredni mysSi kmene
C57BL/6N z firmy Velaz. Mysi byly chovany za standardnich podminek ve zvéfinci na
Katedie medicinské biologie JihoCeské univerzity V klecich s HEPA filtry udrzujicich

prostiedi SPF — prosté specifickych patogent.

3.1.2 KliStéci sliny

Klistata Ixodes ricinus byla nasbirana vlajkovou metodu v BraniSovském lese
v Ceskych Budgjovicich. Samice se nechaly po dobu 6 az 7 dni sat na mordeti. Po naséti a
omyti v 15 % ethanolu se pomoci oboustranné lepici pasky pfipevnily na podlozni sklicko. Na
hypostom a jednu z palp byla klistatim nasazena sklenéna kapilara, ktera byla na druhém
konci podlozniho skli¢ka podloZzena plastelinou. Na hibetni ¢ast byly klistatim kapnuty 2 pl
5% roztoku pilokarpinu v 95 % ethanolu. Skli¢ka s klistaty byla na 2 hodiny umisténa do
vlhké komurky do termostatu pti 37 °C. Po 2 hodinach se vyprodukované sliny sesbiraly
pomoci balonku z kapilar do mikrozkumavky. Sliny byly ulozeny do mrazaku na —70 °C.
K experimentim byly sliny pouZzity po jejich prefiltrovani pies 0,22 um filtr (Merc Millipore).
Pouzité chemikalie jsou uvedeny v tabulce I.

Tab. I: Seznam chemikalii pouZitych pii slintani klistat.

Chemikalie Vyrobce/Dodavatel
Pilokarpin Sigma
Ethanol Penta

3.1.3 Bunky

Experimenty se provadély na dendritickych bunkach Langerhansovych nebo
plazmacytoidnich. Jejich ziskani z kostni dfené mysi je popsano v kapitole 3.2.1 a nasledna
kultivace v kapitole 3.2.2.

K metod¢ plakové titrace, které je vénovana kapitola 3.2.8, byly pouzity buiikky PS
(bunky prase¢i ledviny, zangl. porcine kidney stable) a A549 (bunky lidského

adenokarcinomu odvozené od alveolarnich bunék typu II).
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3.1.4 \Virus

K infekci bunék byl pouzit virus klistové encefalitidy kmene Hypr. Kmen Hypr byl
izolovan v roce 1953 na Morav¢ z krve desetiletého chlapce, kterému byla diagnostikovana
klistova encefalitida. Virus byl pomnozen na Vero bunkach. Titr zdsobniho dosahoval 7,7 -
107 pfu/ml. V ramci jednoho experimentu byl k Langerhansovym buiikdm piidan virus kmene
Hypr, ktery byl geneticky modifikovan vlozenim ¢erveného fluorescenéniho proteinu

mCherry. Titr zasobniho dosahoval 2,7 - 10" pfu/ml. Tento virus laskavé poskytl prof. Razek.

3.1.5 Pouzité chemikalie

Pouzité chemikalie a kity jsou vypsané v tabulkach u ptislusnych metod.
3.2 METODY

3.2.1 Izolace bunék z kostni drené

Mys byla usmrcena zlomenim vazu. Z ocisténych holennich a stehennich kosti byly
odstfizeny hlavice. Pomoci stii¢ky s hasazenou jehlou byla kost proplachnuta MEM médiem.
Takto ziskana kostni dfen byla rozsuspendovana v Petriho misce a profiltrovana ptes 70 um
filtr (Corning) do centrifuga¢ni zkumavky. Poté byly buriky kostni dfené centrifugovany (8
min, 250 g, 4 °C). Po centrifugaci a sliti supernatantu byly bunky rozsuspendovany ve 2 mi
0,84 % NH4Cl ohtatého na 37 °C, ¢imz doslo k lyze erytrocytii. Lyza byla po 2 minutich
zastavena pfidanim 10 ml MEM média. V pribéhu druhé centrifugace byly buniky spocitany
v Biirkerovo komtirce. K pocitdni byla pouZita trypanovd modi. Nasledné byly buiky
rozsuspendovany v RPMI médiu. Po tfeti centrifugaci byly buriky nasazeny na panel. Pouzité
chemikalie jsou uvedeny v tabulce II.

Tab. II: Seznam chemikalii pouZitych pfi izolaci bunék z kostni dfené.

Chemikalie Vyrobce/Dodavatel
MEM médium Biosera
RPMI médium Biosera

3.2.2 Nasazeni a kultivace bunék

V piipadé¢ derivace Langerhansovych bunék byly do kompletniho RPMI média (tj. RPMI
1640 + 10 % BOFES, glutamin, merkaptoethanol, antibiotika — smés penicilin + streptomycin)
pfidany ristové faktory GM-CSF, IL-4 a TGF-B. SloZeni média popisuje tabulka Il1l. Bunky
byly nasazeny po 3 ml do 6-jamkového panelu v koncentraci 2,5 x 10° bun&k/ml. Kultivace

18



probihala v inkubatoru (37 °C, 5 % CO). Vyména poloviny média prob¢hla kazdy druhy den.
Osmy den byly bunky ptipraveny k experimentu.

Tab. III: Slozeni média ur¢eného ke kultivaci Langerhansovych bun¢k.

Langerhansovy burky - médium
Chemikalie Vyrobce/Dodavatel
RPMI 1640 médium Biosera
10 % BOFES Biowest
2 mM glutamin Biosera
50 uM merkaptoethanol Sigma-Aldrich

1% antibiotika Biosera

20 ng/ml GM-CSF PeproTech

100 ng/ml IL-4 PeproTech

10 ng/ml TGF-$ PeproTech

Plazmacytoidni dendritické bunky byly kultivovany v kompletnim RPMI médiu
s ptidavkem FIt-3L a pyruvatu sodného. Slozeni média popisuje tabulka IV. Bunky byly
nasazeny po 2 ml do 6-jamkového panelu v koncentraci 1,5 x 10° bunék/ml. Kultivace
probihala v inkubatoru (37 °C, 0,5 % COz2). Vyména poloviny média prob¢hla ctvrty a Sesty
den kultivace. Osmy den byly bunky ptipraveny k experimentu. Pro zjednoduseni byly buniky
derivované pomoci Flt-3L oznacené jako pDC, i kdyZ se jednalo o smésnou populaci (Brasel
et al., 2000).

Tab. IV: Slozeni média uréeného ke kultivaci plazmacytoidnich dendritickych bunék.

Plazmacytoidni buiiky - médium
Chemikalie Vyrobce/Dodavatel

RPMI 1640 médium Biosera
10 % BOFES Biowest
2 mM glutamin Biosera

50 uM merkaptoethanol Sigma-Aldrich
1 % antibiotika Biosera

200 ng/ml FIt-3L R&D Systems

1 mM pyruvat sodny Sigma-Aldrich
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3.2.3 Sortovani bunék

Pti dostatecném poctu bun¢k a funkcnosti sorteru byly Langerhansovy buiky
sortovany. Osmy den byly buniky pipetou sesbirany z 6-jamkového panelu do centrifugacni
zkumavky. Nasledné byly oplachnuty s PBS a 30 minut na ledu kultivovany s PBS + 5mM
EDTA, ¢imz doslo k uvolnéni adherovanych bunék. V nékterych ptipadech byla misto
kultivace s EDTA pouzita silikonova $krabka. Posbirana suspenze bunék byla sto¢ena (8 min,
250 g, 4°C) a promyta FACS pufrem (PBS + 1 % BSA + 1 mM EDTA). Buriky byly v 200 ul
FACS pufru nazna¢eny MHC II anti-mouse PE-Cy5 (fedéni 100x) nebo MHC II anti-mouse
PE (fedéni 100x). Vyrobci pouzitych chemikalii jsou uvedeny v tabulce V. Po naznaceni a
promyti byly bunky prefiltrovany (CellTrics 50 pum, Sysmex) a ptfeneseny do FACS
zkumavek. Nasledoval sorting MHC II pozitivnich bunék na S3e Cell Sorteru Bio-Rad,

promyti v RPMI a nasazeni bun€k na experiment v kompletnim RPMI médiu s rustovymi

faktory.
Tab. V: Seznam chemikalii pouzitych pii sortovani bunék.
Chemikalie Vyrobce/Dodavatel
EDTA Sigma-Aldrich
BSA Biosera

MHC Il anti-mouse PE-Cy5
MHC Il anti-mouse PE

eBioscience

3.2.4 Inkubace se slinami a infekce bunék

Inkubace se slinami a infekce bun¢k probihala na panelu nebo v mikrozkumavkach. Sliny
byly k bunkam ptidany ve vysledné koncentraci 10 pg/ml. Inkubace se slinami probihala 2
hodiny v termostatu (37 °C).

Po dvou hodinach byl do odpovidajicich jamek/mikrozkumavek pfidan virus TBE kmene
Hypr v mnozstvi MOI 5 (tj. 5 virovych ¢éstic na buiiku) nebo v ptipadé Langerhansovych
bun¢k v mnozstvi MOI 10 (tj. 10 virovych ¢astic na buiiku). V ramci jednoho experimentu byl
k Langerhansovym buiikam piidan virus oznaceny cervenym fluorescenénim proteinem
mCherry v mnozstvi MOI 5. Do jamek/mikrozkumavek bez viru bylo ptfidano odpovidajici
mnozstvi kontrolniho média a do jamek/mikrozkumavek se slinami bylo navic ptidano
odpovidajici mnozstvi slin pro vyrovnani objemové zmény. Inkubace s virem probihala 1

hodinu v termostatu (37 °C).
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Po uplynuti inkubaé¢ni doby byly mikrozkumavky sto¢eny (4 minuty, 250 g, 4 °C) a buiky
oplachnuty s PBS. Buiiky tak byly promyty od volnych nenavazanych virovych castic.
V piipadé infekce na panelu byl vramci zachovani i méné adherovanych bunék krok
oplachnuti vynechan. Z jamek tak bylo pouze odebrano médium bez ptidani PBS. Nasledné
bylo v obou pfipadech k bunikdm ptidano odpovidajici mnozstvi kompletniho RPMI média a
do odpovidajicich jamek opét piidany sliny. Suspenze z mikrozkumavek byla nasazena na
panel. Buiiky byly na v§echny experimenty nasazovany v koncentraci 1 - 108 bunék/ml. Objem
bunécné suspenze v jamce zavisel na kultivaénim panelu (96-jamkovy po 200 pl na jamku,

48-jamkovy po 400 pl, 24-jamkovy po 1000 — 1200 pl).

3.2.5 Pfiprava lyzatQ

Metodé western blot a analyze apoptotickych proteini predchézela piiprava lyzata.
Buiiky byly nasazeny do panelu v jiz zminéné koncentraci 1 - 10® bunék/ml. Buiiky uréené na
western blot byly nasazeny do 48-jamkového panelu po 400 pl, buiiky na array apoptotickych
proteint do 24-jamkového panelu po 1 200 pl.

V uréenych ¢asovych intervalech po infekcei bylo z jamek odebrano v§echno médium do
mikrozkumavek. K buiikdm bylo pifidano PBS, které bylo nasledné pieneseno do
mikrozkumavek s médiem. Mikrozkumavky byly sto¢eny (3 min, 250 g, 4 °C) a zbaveny
supernatantu. Tak se zabranilo ztraté i méné adherovanych bunék. Mezitim bylo do jamek
panelu ptidano 150 pl RIPA pufru s 25 mM NaF, inhibitory proteaz (fedéni 100x) a NazVOgy
(fedéni 100x). Vyrobci chemikalii jsou uvedeny v tabulce VI. Panely byly takto 10 minut
inkubovany na ledu. Po 10 minutach byly zlyzované bunky pfidany k buiikdm
v odpovidajicich mikrozkumavkach a inkubace na ledu pokracovala dalSich 10 minut.

Zlyzované bunky byly nasledné sto¢eny (5 min, 10 000 rpm, 4 °C) a supernatant byl
prenesen do novych mikrozkumavek. Tak byl lyzat zbaven DNA a zbytki membran.
Supernatant byl uchovavan v mrazaku na -70 °C az do pouziti.

Tab. VI: Seznam chemikalii pouzitych pfti piiprave lyzath.

Chemikalie Vyrobce/Dodavatel
RIPA pufr Sigma-Aldrich
NaF Sigma-Aldrich
Inhibitory proteaz BioVision
NazVO4 Sigma-Aldrich
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3.2.6 Western blot

Proteiny LC3 a P-Akt byly v Langerhansovych buiikach detekovany metodou western
blot.

Den pted samotnym western blotem byly pfipraveny 12% gely. Jejich slozeni popisuje
tabulka VI1I.

Tab. VII: Slozeni geli pouzitych pi1 metodé western blot.

] Objem na
Objem na 12%
Chemikalie koncentraéni | Vyrobce/Dodavatel
separacni gel
gel
40% akrylamid/bisakryl )
_ 4,5 ml 0,49 ml VWR Chemicals
amid (29:1)
4x Tris-Cl/SDS pH8,8-3,75ml | pH6,8—-1,25ml | vSe VWR Chemicals
H20 6,75 ml 3,2 mi
10 % APS 60 pl 30 pl Sigma-Aldrich
TEMED 12 pl 6 ul VWR Scientific

Lyzaty, jejichz ptiprava je popsana v kapitole 3.2.5, byly pfed nanesenim na gel
smichany v poméru 3:1 se vzorkovym pufrem obsahujicim merkaptoethanol (1 dil
merkaptoethanol + 9 dilt vzorkového pufru). Smés byla inkubovana 3 minuty pti 95 °C.

20 pl od kazdého vzorku a 3,5 ul ELFO markeru bylo naneseno do jamek gelu.
Proteiny byly rozdéleny elektroforézou za redukujicich podminek v ELFO pufru (25 mM
TRIS, 192 mM Glycine, 1% SDS). Parametry byly pro jeden gel nastaveny na 40 mA, 250 V.
Elektroforéza bézela 45 minut.

Western blotting probihal v aparatufe Semi-dry. V transferovém pufru (25,6 mM
TRIS, 192 mM glycin, 1,73 mM SDS, 20 % methanol) byl sloZen sendvi¢ v poradi — filtracni
papiry, membrana, gel, filtratni papiry. Blotovaci membrana byla zapojena do zdroje
S nastavenymi parametry 63 mA, 150 V. Blotovani probihalo 1,5 hodiny.

Membrana s pteblotovanymi proteiny byla promyta roztokem TBS s 0,1% Tweenem.
Poté byla namoc¢ena do 5% odtu¢néného mléka v TBS s 0,1% Tweenem a nechala se 1 hodinu
pti pokojové teploté vysycovat na tfepacce.

V dalsim kroku se membrana nechala pfes noc v chladu inkubovat s primarnimi
protilatkami proti LC3-1/11, P-Akt nebo B-aktinu (pouzit jako referenéni protein) natedénymi

v mléce (fedéni 1000x).
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Dalsi den byla membrana promyta v TBS s 0,1% Tweenem (2x rychle, poté 15 min na
ttepacce, 2x 5 min na tfepacce). Sekundarni protilatka (anti-krali¢i s navazanou kienovou
peroxidazou) byla 2000x nafedéna v mléce a 45 min inkubovana s membranou na tfepacce pii
pokojové teploté. Po ukonceni inkubace byla membrana 3x promyta v TBS s 0,1% Tweenem.

Detekce probihala prostfednictvim kvantitativniho
chemiluminiscen¢niho substratového kitu Western Bright Quantum obsahujiciho dva detekéni
roztoky, které byly bezprostiedné pfed pouzitim smichany v poméru 1:1. Vzniklym roztokem
byla pipetou pokryta analyzovand membrana. Vyrobci pouzitych chemikalii jsou uvedeny
v tabulce VIII. Kméfeni chemiluminiscence byl pouzit piistroj Alliance 4.7, UVITEC
Cambridge. Intenzita jednotlivych bendu byla kvantifikovana programem Imagel.

Tab. VIII: Seznam chemikalii pouZitych pii metodé western blot.

Chemikalie Vyrobce/Dodavatel
Vzorkovy pufr Bio-Rad
Merkaptoethanol Sigma-Aldrich
ELFO marker Sigma-Aldrich
Tris VWR Chemicals
Glycine VWR Chemicals
Methanol VWR Chemicals
TBS VWR Chemicals
Tween Sigma-Aldrich
Odtuénéné mléko Simandl
LC3-I/1l protilatka CellSignaling
P-Akt protilatka CellSignaling
B-Aktin protilatka CellSignaling
Anti-krali¢i HRP protilatka CellSignaling
Kit WesternBright Quantum
HRP substrate Advansta

3.2.7 Array apoptotickych proteint

Pti detekci apoptotickych proteini se pracovalo s lyzaty ziskanymi podle kapitoly
3.2.5. Samotné array piedchazelo stanoveni mnozstvi totalniho proteinu v jednotlivych

lyzatech podle navodu v kitu Pierce BCA Protein Assay a sjednoceni jejich koncentrace

23



pfidanim RIPA pufru. K analyze apoptotickych proteinti pak bylo pouzito 170 pl z kazdého
lyzatu obsahujiciho 90 pg totalniho proteinu.

Samotna detekce se provadéla podle kitu Proteome Profiler — Mouse Apoptosis Array
Kit, kdy je moZzné na jedné membrané detekovat hladinu 21 proteinti zapojenych do drahy
apoptozy. Detekce proteint probihala pomoci kvantitativniho
chemiluminiscen¢niho substratovém kitu WesternBright Quantum obsahujiciho detekéni
roztoky, které byly bezprostiedné pied pouzitim smichany v poméru 1:1. Vzniklym roztokem
byly pipetou pokryty analyzované membrany. Vyrobci pouzitych chemikalii jsou uvedeny
v tabulce IX. K méfeni chemiluminiscence byl pouzit pfistroj Alliance 4.7, UVITEC
Cambridge. Po ptifazeni proteint k vyslednym spotiim podle obrazku 6 byla intenzita signalu
jednotlivych navazanych proteinti kvantifikovana programem ImageJ.

Coordinate = Analyte

A1.2 Reference Spots

A34 Bad

A5,6 Bd-2

A738 Reference Spots

B34 Bd-x

85,6 Caspase-3, deaved Mouse Apoptosis Array Coordinates
a2 Catalase —E i FREIAAS! RS
(€ Claspin

(5,6 Cytochrome ¢ A m 9000 CX:)
s Fas/TNFRSF6/CD95 B .‘.’.’.

D1,2 HIF-1a

D34 HO-1/HMOX1/HSP32 C

05,6 HO-2/HMOX2 D

07,3 Hsp27 E
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£3,4 HSP70/HSPATA

E5,6 MCL-1 G

£7,8 p27/Kip1
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F3,4 SMAC/Diablo

F5,6 TNF RI/TNFRSF1A

F7,8 TRAIL R2/TNFRSF108

61,2 Reference Spots

G5,6 XIAP

67,8 Negative Control
Obr. 6: Pozice navazanych protilatek na membrané kitu Proteome Profiler — Mouse
Apoptosis Array.
Zdroj: https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/ary031.pdf?v=20210316
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Tab. IX: Seznam pouzitych chemikalii pfi array apoptotickych proteind.

Chemikalie Vyrobce/Dodavatel
Pierce™ BCA Protein Assay Thermo Scientific
RIPA pufr Sigma-Aldrich
Proteome Profiler — Mouse Apoptosis
) R&D Systems
Array Kit
WesternBright Quantum HRP substrate Advansta

3.2.8 Plakova titrace

Ke stanoveni poctu virovych ¢astic ve vzorcich byla pouzita metoda plakové titrace.
K této metodé€ se LC nebo pDC buiiky nasadily do 96-jamkovych panel po 200 pl na jamku.
V uréenych ¢asovych intervalech se panel s butikami zabalil do parafilmu a ulozil do mrazaku
na -70 °C, nebo bylo odebrano pouze médium do mikrozkumavek a bunky byly vyuzity
K jinému experimentu.

Metoda byla nejprve provadéna s PS buiikami, pozdégji se preslo na buniky A549. Bunky
se uvolnily z kultiva¢ni lahve pomoci trypsinu a po spocitani v Biirkerové komurce byly
rozsuspendovany vV médiu. V piipadé A549 bun¢k bylo pouzito DMEM médium (+ 10 %
BOFES, ATB, glutamin). Vysledn4 koncentrace bunék byla 5 - 10° bunék/ml. P¥i pouziti PS
bung¢k byly buiiky rozsuspendovany v L15 médiu s3 % PTS, ATB a glutaminem na
koncentraci 3 - 10° bun&k/ml.

Do jamek 24-jamkového panelu bylo napipetovano 180 pl média (kompletniho DMEM
nebo L15). Poté bylo do prvni jamky napipetovano 20 ul analyzovaného vzorku. Nasledovalo
jeho fedéni desitkovou fadou. Do kazdé jamky bylo ptidano 300 pl suspenze PS nebo A549
bun¢k. Panely byly zamichany v horizontalnim a vertikalnim sméru. Nasledné byly panely
inkubovany v 0,5 % CO. pti 37 °C.

Po 3-4 hodinach byly buiky ptevrstveny 400 ul pokryvky skladajici se z CMC a 2x
koncentrovaného L15 nebo DMEM v poméru 1:1. Buiiky byly inkubovany 5 dni. Vyrobci
pouzitych chemikalii jsou uvedeny v tabulce X.

Po péti dnech byly zviditelnény plaky. Nejprve byly panely promyty v 0,9% roztoku NaCl
v destilované vodé. Nasledné byly panely ponechany 45 minut v naftalenové ¢erni, ¢imz doslo
ke vzniku neobarvenych plaki (virem zlyzované buiiky) mezi ostatnimi obarvenymi buiikami.
Plaky byly spocitany a pfevedeny na mnozstvi virovych €astic, které jsou schopny tvofit plaky

pocet plaki x 1otedénijamky

0,2

(PFU/ml) pomoci vzorce PFU/ml =
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Tab. X: Seznam pouzitych chemikalii pii plakové titraci.

Chemikalie Vyrobce/Dodavatel
Leibovitz L15 médium Biowest
PTS Biowest
Antibiotika Biosera
Glutamin Biosera
DMEM médium Biosera
BOFES Biowest
CMC Sigma-Aldrich
NaCl Penta

3.2.9 Analyza apoptdzy na prlitokovém cytometru

Apoptoza v Langerhansovych bunkéch po infekci hyprem byla zkoumana sledovanim
pozitivity bunék na aktivni kaspazu-3.

Z jamek 96-jamkového panelu bylo odebrano médium a bunky byly uvolnény
20minutovou inkubaci s PBS + 0,5 mM EDTA na ledu, poté byly pteneseny do
mikrozkumavek. Po stoc¢eni 3 minuty pii 250 g a 4°C se bunky 2x promyly ve FACS pufru.
Jelikoz se jednalo o nesortované buiiky, byly kvili fenotypizaci ve FACS pufru naznaceny
protilatkou MHC II-AF700 (fedéni 300x). Po naznaceni se postupovalo podle pokynt v Kitu
FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit. Nasledné¢ se vzorky méfily na cytometru BD
FACSCanto™,

Apoptéza v plazmacytoidnich builkdch se zjiStovala sledovanim fluorescence
znaCeného proteinu annexinu V, ktery je schopny véazat se na apoptoticky marker
fosfatidylserin. Analyza annexinu podle Annexin VV Apoptosis Detection Kit APC nebo FITC
se ve dvou ptipadech doplnila jeste barvivy k rozliSeni zivych a mrtvych bunék, a to bud’ FVD-
eFluor 80, nebo 7-AAD.

V ptipad¢ znaceni FVD a annexinem byly buiky (posbirané z panelu silikonovou
Skrabkou) nejprve oplachnuty PBS a znac¢eny barvivem FVD (fedéni 200x) 30 minut ve tm¢.
Po 30 minutach byly buniky promyty ,,binding pufrem* (BP) z kitu na Annexin V. Nésledovalo
povrchové znaceni bunék koktejlem protilatek v BP obsahujicim CD11b-PerCP-Cy5.5 (fedéni
100x) nebo -FITC (fedéni 10x), CD11c-PE (fedéni 100x), B220-PE-Cy7 (fedéni 50x) a
annexin V-APC (fedéni 20x). Prostfedi BP bylo velice dilezité, nebot’ pro interakci annexinu
s fosfatydilserinem je nezbytna pfitomnost kalcia. Po promyti BP se buiiky fixovaly pfidanim

200 pl ROTI®Histofix 4 %, opét promyly a zméfily na cytometru BD FACSCanto™ nebo
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NovoCyte 3000 (ACEA). Barvivo 7-AAD se v piipadé potieby piidalo k buitkam 5 minut pted
meéfenim na cytometru v fedéni 20x. Vyrobci pouzitych chemikalii jsou uvedeny v tabulce XI.
Tab. XI: Seznam pouzitych chemikalii pii pfipravé bunék na analyzu apoptdzy na

pratokovém cytometru.

Chemikalie Vyrobce/Dodavatel
EDTA Sigma-Aldrich
FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit BD Pharmigen™
MHC II-AF700 eBioscience
Annexin V Apoptosis Detection Kit o
APC nebo FITC eBioscience
CD11b-PerCP-Cy5.5 eBioscience
CD11b-FITC Miltenyi Biotec
CD11c-PE eBioscience
B220-PE-Cy7 Miltenyi Biotec
ROTI®Histofix Roth
FVD eBioscience
7-AAD eBioscience

3.2.10 Detekce prezivani bunék pomoci alamarBlue

Buiiky byly nasazeny V triplikatech do 96-jamkového panelu po 200 pl na jamku.
V urc¢enych ¢asovych intervalech bylo buitkdm odebrano 100 pl média a do jamek se zbylym
médiem a burikami byl napipetovan alamarBlue Cell Viability Reagent (fedéni 10x). Toto
barvivo vyuziva schopnosti zivych bunc¢k redukovat modré barvivo resazurin na silné
fluorescentni ruzovy resorufin. Vyrobce pouzité chemikalie je uveden v tabulce XII. Takto
pfipraveny panel byl 3 hodiny ponechan ve tmé v termostatu s 5 % COzna 37 °C.

Po 3 hodinach bylo médium pieneseno do jiného panelu, v némz byla na spektrometru
BioTek Synergy H1 stanovena fluorescence (excita¢ni vinova délka: 550 nm, emisni vinova
delka: 590 nm). Z namétené hodnoty fluorescence byl odecten blank (RPMI médium bez
bunék) a hodnota nestimulovanych bunék byla povazovéana za 100 %.

Tab. XII: Vyrobce chemikélie pouzité k detekci prezivani bunck.
Chemikalie Vyrobce/Dodavatel

AlamarBlue Cell Viability Reagent ThermoFisher
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3.2.11 Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism 5 pomoci
jednocestné nebo dvoucestné ANOVY. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami jsou v
grafech oznaceny hvézdi¢kami (jedna hvézdicka pro p < 0,05, dvé hvézdicky pro p < 0,01, tfi
hvézdicky pro p < 0,001). VSechny grafy ve vysledcich zobrazuji aritmetické praméry ze

stanovenych hodnot a chybové usecky v grafech piedstavuji sttedni chybu praméru (SEM).

4 \/YSLEDKY

4.1 LANGERHANSOVY BUNKY

4.1.1 Vliv klistécich slin na replikaci TBEV v LC

K detekei replikace viru TBE byly vyuzity sortované Langerhansovy buiiky. Bunky
byly infikovany Hyprem (MOI 10) v ptitomnosti klistécich slin (10 pg/ml). Pfipravené vzorky
byly analyzovany metodou plakové titrace za pouziti PS bunék. Vliv klistécich slin na
replikaci byl takto testovan 2x, v obou ptipadech v triplikatech. Vysledky experimentt jsou

vidét na obrazku 7. V experimentech nedoslo k vyznamnému ovlivnéni titru viru.
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Obr. 7: Vliv klistécich slin na replikaci viru kmene Hypr v LC.

Stejny experiment byl zopakovan s infekci tentokrat nesortovanych Langerhansovych
bun¢k virem kmene Hypr oznacenym cervenym fluorescenénim proteinem mCherry v
mnozstvi MOI 5. Piipravené vzorky byly analyzovany plakovou titraci za pouziti bunék A549.
Takto bylo ovlivnéni replikace viru testovano jednou, za pouziti triplikat. Vysledky jsou vidét

na obrazku 8. Ani v tomto ptipad¢ klistéci sliny signifikantné neovlivnily replikaci viru.
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Obr. 8: Vliv klistécich slin na replikaci viru mCherry v LC.

4.1.2 Vliv klistécich slin na proces autofagie ve virem infikovanych LC

Autofagie v sortovanych Langerhansovych buiikkdch byla analyzovdna metodou
western blot. Bunky byly infikovany Hyprem (MOI 10) v ptitomnosti klistécich slin (10
pg/ml). Jako autofagicky marker byl pouzit protein LC3, jehoz cytosolicka forma (LC3-1) se
v prubc¢hu autofagie lipidaci preménuje na formu LC3-II. Pfitomnost konvertované formy
LC3-II v podob¢ spodniho bendu tedy pozitivné koreluje s mirou autofagie. Jako referenéni
protein byl pouzit B-aktin, jehoz exprese v butikach zlstava konstantni. Relativni aktivita byla
kvantifikovana jako pomé&r hustoty pixelt LC3-1I proteinu a B-aktinu.

Vysledky experimentu jsou vidét na obrazku 9. Na vysledcich je patrné, ze
v Langerhansovych bunkach k autofagii dochazi. A¢koliv 3 hodiny po infekci byla autofagie
slinami zvySena, sliny neovlivnily autofagii ve virem infikovanych bunkach. V intervalu 24
hodin je viditelna indukce autofagie Hyprem a jeji inhibice slinami ve virem infikovanych

bunikach. Tento experiment byl proveden jednou.
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Obr. 9: Vliv virové infekce a klistécich slin na relativni expresi proteinu LC3-11 v LC.

4.1.3 Vliv klistécich slin na proces apoptdzy ve virem infikovanych LC

Apoptdza byla v Langerhansovych buinikach analyzovana detekovanim fosforylované
Akt (P-Akt) metodou western blot a znacenim bun¢k protilatkami proti kaspaze-3 a naslednou
detekci na cytometru.

K detekci P-Akt, ktera byla provedena jednou, byly pouzity sortované Langerhansovy
buniky infikované Hyprem (MOI 10) a inkubované se slinami (10 upg/ml). Akt je
serin/threoninova kinaza S protiapoptotickou aktivitou, ktera je fosforylovana po aktivaci
PI3K. Tim se z Akt stava aktivni P-Akt, kterd naslednou fosforylaci dalsich proteinti ovliviiuje
preziti bunky. Muze naptiklad fosforylovat Bad a tim blokovat jeho proapoptotickou aktivitu
nebo fosforylaci kaspazy-9 snizit jeji proteazovou aktivitu (Cross et al., 2000). Jako referencni
protein byl pouzit B-aktin, jehoZ exprese v buiikach zlstava konstantni. Relativni exprese byla
kvantifikovana jako pomé&r hustoty pixelt P-Akt proteinu a B-aktinu.

Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 10. MiZeme vidét, Ze se v prvnim casovém
intervalu (3 hpi) ve virem infikovanych bunkach exprese P-Akt zvysila. V buikach
infikovanych za ptitomnosti slin zlistala exprese P-Akt na urovni kontroly. Po 24 hodinach od
infekce naopak nedoSlo k ovlivnéni hladiny P-Akt samotnym Hyprem, kdezto infekce se

slinami vyvolala jeji mirny narast.
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Obr. 10: Vliv virové infekce a slin na fosforylaci Akt v LC.

K detekci kaspazy-3, byly pouzity nesortované triplikaty Langerhansovych bunék
infikovanych mCherry (MOI 5) a inkubovanych se slinami (10 pg/ml). Procento
apoptotickych bunék (tzn. bunék pozitivnich na kaspazu-3) bylo stanoveno v populaci MHC
IT pozitivnich bun€k. Tato analyza byla provedena jednou.

Na obrazku 11 mizeme vidét, ze v ¢ase 24 a 48 hodin po infekci bylo na kaspazu-3
pozitivni pouze velmi malé procento bun€k a nebyl pozorovan signifikantni rozdil mezi
neinfikovanymi, infikovanymi buiikami a butikami infikovanymi za pfitomnosti slin. Po 72
hodinach se procento bunék pozitivnich na kaspazu-3 Vv neinfikovanych i infikovanych
bunkach zvysilo, zatimco za ptitomnosti slin byl pocet apoptotickych bunék signifikantné

niz§i.
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Obr. 11: Vliv slin a virové infekce na expresi kaspazy-3 v LC.
4.2 PLAZMACYTOIDNI DENDRITICKE BUNKY

4.2.1 Vliv klistécich slin na replikaci TBEV v pDC

K detekci replikace viru TBE byly vyuzity plazmacytoidni buniky. Buiky byly
infikovany Hyprem (MOI 5) v pfitomnosti kliSté€cich slin (10 pg/ml). Pfipravené vzorky byly
analyzovany metodou plakové titrace za pouZziti bunck A549. Vliv klistécich slin na replikaci
byl takto testovan 2x, v obou piipadech v triplikatech. Vysledky jsou vidét na obrazku 12.
Zatimco 24 ani 48 hodin po infekci nebyla replikace viru slinami vyznamné ovlivnéna,
v ¢asovém intervalu 72 hodin po infekci doSlo ve vzorku se slinami ke statisticky

vyznamnému poklesu titru viru o témé&f 58 %.
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Obr. 12: Vliv klistécich slin na replikaci viru v pDC.
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4.2.2 Vliv klistécich slin na prezivani bunék ve virem infikovanych pDC

Analyza prezivani plazmacytoidnich bunék byla provedena pomoci barviva
alamarBlue, které vyuZivd metabolické aktivity Zivych bundk. Cast bungk byla infikovana
Hyprem (MOI 5) a inkubovana se slinami (10 pg/ml).

V Casovém intervalu 24 hodin byl experiment proveden 3x, ve vSech ptipadech
v triplikatech. Vysledky jsou vidét na obrazku 13. Infekce Hyprem zputsobila statisticky
kontrole vyznamny pokles. Pfitomnost slin v infikovanych bunikach vyvolala statisticky
vyznamny pokles v piezivani bun¢k v porovnani s témi, které byly infikovany bez pfitomnosti
slin, a to 0 52 %. Piezivani bun€k infikovanych se slinami a bunék, ve kterych byly pfitomny

jen sliny bez viru, se nelisilo.

© | *kk |

= 200+ : '

2 | * |

2 A

(") I 1

g 150- ——

o

|

c

[e) 100_

=

°\° _—
= 50+

c ]

(O =

2 .

>§ O : - = I.l.ll.l.l-l . ; )

o NEINFIKOVANE HYPR SLINY  HYPR + SLINY

Obr. 13: Ptezivani plazmacytoidnich bunék v zavislosti na pfitomnosti slin a virové infekce

24 hodin po infekci. Jako 100 % byla zvolena primérna hodnota neinfikované skupiny.

Experiment byl proveden ijinych ¢asovych intervalech — konkrétné jednou
v duplikatech v ¢ase 16 hpi, a jednou V triplikatech 48 hpi a 72 hpi. Na obrazku 14 vidime
vysledky 16 hodin po infekci. Je patrné, Ze 1 v tomto ptipadé je viabilita buné€k signifikantné
zvySena infekci Hyprem. Pfitomnost slin ptezivani infikovanych bunék signifikantné snizila.
Po 48 a 72 hodinach po infekci (obrazek 15) sice vlivem slin nedo$lo k signifikantnimu

ovlivnéni ptezivani bun€k, nicméné trendové snizeni je stale patrné.
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Obr. 14: Piezivani plazmacytoidnich bun€k v zavislosti na ptitomnosti slin a virové infekce

16 hodin po infekci. Jako 100 % byla zvolena primérna hodnota neinfikované skupiny.
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Obr. 15: Ptezivani plazmacytoidnich bunék v zavislosti na pfitomnosti slin a virové infekce

48 a 72 hodin po infekci. Jako 100 % byla zvolena pramérna hodnota neinfikované skupiny.

4.2.3 Vliv kliStécich slin na proces apoptdzy ve virem infikovanych pDC

Apoptoza byla v plazmacytoidnich bunikach analyzovana na pritokovém cytometru.

Gatovaci strategie byla nasledujici — nejprve se ohrani€ily singlety, z nichz byly vybrané

bunky pozitivni na marker CD11c. Z této populace byly vybrané jako pDC ty bunky, které

byly pozitivni na B220 a zaroven negativni na CD11b. V priiméru ze vSech experimentl bylo

povazovano za populaci pDC 39 % z vyderivovanych bunék.

Samotna analyza apoptézy byla provedena pomoci kitu, ktery umoznuje detekci

externalizovaného fosfatidylserinu, na ktery se vaze Annexin V. Analyza byla provedena
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celkem 3x, vriznych &asovych intervalech. Cast bunék byla pied analyzou infikovana
Hyprem (MOI 5) a inkubovana se slinami (10 pg/ml). Na rozliSeni pozdné apoptotickych,
respektive nekrotickych, bun¢k byly pouzity fluorescencni barvicky FVD nebo 7-AAD.
Jelikoz se v8ak vétSina bunék jevila jako nekroticka (bez rozdilu mezi skupinami), pfisoudily
jsme tento fakt Casové a procesné narocné manipulaci se vzorky a v ramci analyzovani
vysledkt se ptistoupilo k vyhodnocovani annexinu samotného.

V prvnim experimentu byla detekovana vazba annexinu po 21, 45 a 69 hodinach
infekce. K experimentu byly pouzity duplikaty. Na obrazku 16 vidime vysledky. Byl
pozorovan pokles primérné fluorescence, a tim i externalizovaného fosfatidylserinu, ve

skupin€ bun¢k se slinami, a to ve vSech ¢asovych intervalech v priméru o 50 %.
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Obr. 16: Vliv klistécich slin a virové infekce na fosfatidylserin na povrchu pDC 21,
45 a 69 hodin od infekce. MFI — median fluorescence intensity — stfedni hodnota

fluorescence.

Na obrazku 17 mizeme vidét vysledek experimentu v nejcasnéjsim ¢asovém intervalu
14 hodin po infekci. Tento experiment byl délany v triplikatech. Sliny signifikantn¢ snizily
expresi fosfatidylserinu ve virem infikovanych buiikach o téméf 75 %. Na obrazku 18 je

ukazano porovnani histogramu tohoto experimentu.
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Obr. 17: Vliv klistécich slin a virové infekce na fosfatidylserin na povrchu pDC 14

hodin od infekce. MFI — median fluorescence intensity — stfedni hodnota fluorescence.
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Obr. 18: Vliv klistécich slin a virové infekce na fosfatidylserin na povrchu pDC 14 hodin od
infekce. Ukazka histograma. Zleva doprava: burnky neinfikované — infikované Hyprem — se

slinami — infikované Hyprem za ptitomnosti slin.

Pro konfirmaci snizeni fosfatidylserinu na bunkach vlivem slin byl experiment
Vv ¢asovém intervalu 16 hodin proveden jen s buitkami bez infekce a s butikami se slinami
(obrazek 19). Ackoliv nedoslo ke statisticky vyznamnému ovlivnéni, opét bylo za pfitomnosti

slin pozorovano snizeni fosfatidylserinu na povrchu bunék.
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Obr. 19: Vliv klistécich slin na fosfatidylserin na povrchu pDC po 16 hodinach.

MFI — median fluorescence intensity — stfedni hodnota fluorescence.

4.2.4 Vliv klistécich slin na expresi apoptotickych protein( ve virem infikovanych pDC

Array byla provedena podle kitu, v némz byly na membranu navazany protilatky proti
21 proteinim zapojenych do drah apoptdzy.

Jednou skupinou analyzovanych proteini byly transmembranové receptory, tzv.
receptory smrti. Mezi ty patii Fas/CD95, TNF RI, a TRAIL R2 (Elkon, 2013).

Dalsi testovanou kategorii jsou ¢lenové Bcel-2 rodiny, a to jak proapoptotické proteiny
(Bad), tak ty antiapoptotické (Bcl-2, BCL-X, MCL-1) (Elkon, 2013).

Protein p53 mé proapoptotické funkce, nebot’ indukuje apoptdzu v ptipade zavazného
poskozeni DNA a pod vlivem stresu vstupuje do mitochondrie, kde aktivuje expresi
proapoptotickych gent a supresi genti protiapoptotickych (Wawryk-Gawda et al., 2014).

Skupina heat shock proteinti (HSP27, HSP60, HSP70) se akumuluje v butice, ktera je
vystavena teplu a jinym stresovym stimuliim. Funguji jako molekularni chaperony, které
umoziuji bunice se na takové prostiedi adaptovat se a ptezit tak i v jinak letalnich podminkach.
Zatimco HSP60 je protein proapoptoticky a je v bunice exprimovan konstitutivné, HSP27 a
HSP70 jsou indukovany stresovymi stimuly a funguji jako proteiny antiapoptotické (Garrido
etal., 2001).

Katalaza je bunétny enzym, ktery se vyskytuje ve vSech aerobnich bunkéach
s cytochromovym systémem. Hlavni funkci je rozklad peroxidu vodiku a recyklace kysliku,
ktery mize byt v metabolismu znovu vyuzit (Deisseroth and Dounce, 1970). Mezi
antioxidanty patii také proteiny HO-1 a HO-2, které chrani bunky pted oxidacnim stresem
(Choi and Alam, 1996; Intagliata et al., 2019).
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Claspin funguje jako brzda proti apoptoze. Kdyz je DNA piili§ poskozend a nemuze
byt opravena, tato brzda je odstranéna prostiednictvim $tépeni claspinu kaspazou -3 nebo -7 a
degradace v proteazomu (Semple et al., 2007).

HIF-1a je klicovym regulatorem apopt6zy indukované hypoxii. Dokaze apoptozu jak
indukovat, tak inhibovat (Greijer and Van Der Wall, 2004). Dvojakou funkci mtze mit i
protein p27, ktery na jednu stranu hraje dtlezitou roli v regulaci progrese buiky z G1 faze do
S faze, ale vysoké hladiny p27 dokazou také indukovat apoptozu (Wang et al., 1997).

XIAP patii do proteinové rodiny intracelularnich inhibitorta apoptozy (IAPs). XIAP je
funkéné propojen s antiapoptotickym proteinem P-Akt (Kirsch et al., 2020), inhibuje
efektorové kaspazy (zejména kaspazu-9) a sam mize byt inhibovany proteinem
SMAC/Diablo, ktery je uvoliiovan do cytosolu béhem apoptozy (Elkon, 2013).

Array byla provedena na lyzatech plazmacytoidnich bungk, z nichz nékteré bunky byly
infikovany Hyprem (MOI 5) a inkubovany se slinami (10 pg/ml). Lyzaty byly pfipraveny po
24 hodinach infekce. Na obrazku 20 mizeme vidét vyslednou podobnou array po zméteni
chemiluminiscence na pfistroji Alliance 4.7, UVITEC Cambridge. Tento experiment byl

proveden jednou.
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Obr. 20: Porovnani array apoptotickych proteind v plazmacytoidnich buiikach 24 hodin po

infekci virem kmene Hypr za ptitomnosti klistécich slin.

Po pfifazeni spotli k navazanym protilatkdm proti jednotlivym proteintim byl vytvoien
graf. Na obrazku 21 mizeme vidét riznou expresi 21 apoptotickych proteind v zavislosti na
infekci bunék a pfitomnosti slin.

Miuzeme vidét, ze v 6 ptipadech — jmenovité Bad, Bcl-2, katalaza, HIF-1a, HO-2,
HSP70 - doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity proteinu v buiikach infikovanych
Hyprem ve srovnani s neinfikovanou skupinou. U vSech téchto proteinil zaroven doslo k jejich

staticky vyznamnému snizeni v infikovanych bunikach vlivem slin. U Bad se exprese ve virem
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Obr. 21: Exprese apoptotickych proteinti v plazmacytoidnich burikach v intervalu 24 hodin

od infekce Hyprem.
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infikovanych buiikach se slinami sniZzila oproti infikovanym bunikam bez slin o 62 %, u Bcl-2
0 67 % u katalazy o 33 %, u HIF-1a 0 65 %, u HO-2 0 50 %, a u HSP70 dokonce 0 94 %.

V piipad¢ dalsich 6 proteina (HO-1, HSP27, MCL-1, SMAC/Diablo, TRAIL R2,
XIAP) doslo po infekci bunék Hyprem k signifikantnimu sniZeni exprese proteinu ve srovnani
s neinfikovanymi bunikami. Ve vSech téchto ptipadech soucasn¢ dochazelo ke snizeni exprese
tohoto proteinu i v buiikach se samotnymi slinami. Proteiny HSP27, MCL-1, SMAC/Diablo
a XIAP jesté navic vykazovaly snizenou expresi v infikovanych buiikach se slinami. V ptipadé
HSP27 se exprese snizila o 71 %, u MCL-1 0 62 %, u SMAC/Diablo 0 57 % a u XIAP o0 82
%.

Celkem bylo tedy signifikantni ovlivnéni exprese proteinu slinami v piipadé
infikovanych bun¢k pozorovano u 12 proteinti z celkovych 21. Jmenovité se jednalo o proteiny
Bad (0 62 %), Bcl-2 (0 67 %), katalaza (o 33 %), HIF-1a (0 65 %), HO-2 (0 50 %), HSP27 (o
71 %), HSP60 (0 71 %), HSP70 (0 94 %), MCL-1 (62 %), p27 (o 81 %), SMAC/Diablo (o 57
%) a XIAP (82 %).
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5 DisKuUzE

Klistova encefalitida je virus z rodu Flavivirus. O tomto rodu je znamo, Ze Vv bunkach,
které infikuje, ma vliv na proces apoptozy a autofagie (Iranpour et al., 2016; Okamoto et al.,
2017) a zaroven ovliviiuje funkci dendritickych bunék (Fialova et al., 2010; Libraty et al.,
2001; Palmer et al., 2005; Robertson et al., 2009; Silva et al., 2007). Jelikoz i o klistécich
slinach je znamo, ze moduluji hemostaticky a imunitni systém ¢loveka, veetné dendritickych
bunék (Kazimirova and Stibraniova, 2013; Kotal et al., 2015), je na misté se ptat, zda klistéci
sliny, prostifednictvim kterych je TBEV pienasen, ovliviiuji proces apoptézy a autofagie
Vv dendritickych bunkach infikovanych flaviviry. V minulosti uz bylo ovlivnéni apoptotozy
klistécimi slinami zkoumano v myeloidnich dendritickych bunkach (Lieskovska et al., 2018).
Dendritické bunky vsak jsou heterogenni skupinou bun€k a nelze automaticky predpokladat,
ze zaveéry ucinéné z jedné populace plati i pro populaci druhou. Proto se tato prace zamé&iuje
na dvé konkrétni skupiny — Langerhansovy buiiky a plazmacytoidni dendritické bunky.

Jako prvni bylo zkoumano, zda klistéci sliny ovliviiuji v LC a pDC replikaci viru. Jelikoz
jsou Langerhansovy buiiky prvnimi bunkami, ve kterych se virus klistové encefalitidy
replikuje, ¢imz se zasadné podileji na jeho transportu do uzlin, bylo u nich o¢ekavano zvyseni
titru viru za piitomnosti slin. Nahravaly tomu i doposud provedené studie. V experimentu
s mDC, které byly derivovany z kostni dfené¢ pomoci ristového faktoru GM-CSF, vedla
pritomnost slin klistéte Ixodes ricinus ke zvySeni replikace viru (Lieskovska et al., 2018). Ke
stejnému vysledku dospéla také prace, ktera zkoumala replikaci viru vezikularni stomatitidy a
jeji ovlivnéni slinami klistat Dermacentor reticulatus a Rhipicephalus appendiculatus
(Hajnicka et al., 1998). U jiného flaviviru — viru zdpadonilské horecky — mély komafi sliny
taktéz pozitivni Gi¢inek na replikaci viru, tentokrat in vivo (Styer et al., 2011). V mé praci vSak
byly vysledky odlisné. V ptipad¢ LC nenastalo signifikantni ovlivnéni virového titru slinami
ani v jednom z ¢asovych intervalt. Replikace viru v pDC zistala v casovém intervalu 24 hodin
neovlivnéna. 48 hodin po infekci byl pozorovan pokles virového titru, ktery vSak nebyl
statisticky vyznamny. AZ v ¢asovém intervalu 72 hodin po infekci titr viru vlivem slin vyrazné
pokles o témét 58 %. Replikace viru vyzaduje sofistikovanou manipulaci bunéénych procest,
ktera by méla vést k rovnovaze mezi prezitim hostitelské bunky a efektivni replikaci viru.
Mezi procesy, které se na vytvofeni takovéto rovnovahy podileji a jsou tak flaviviry
ovlivitovany, patii naptiklad spravné modifikace proteind, jejich degradace a skladani za

ucasti chaperond. Dale také metabolismus lipidii, transport mezi cytoplazmou a jadrem nebo
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funkce cytoskeletu a mitochondrii (Neufeldt et al., 2018). Neni proto ptekvapivé, ze sliny
mohou ovlivnovat replikaci viru v riznych bunécnych subtypech jinym zpisobem, nebot’ i
dil¢i ¢lanky bunécnych drah, na kterych Gspés$na replikace viru zavisi, mohou byt pro dany
subtyp specifické.

V dalsi ¢asti mé prace byl proveden screening autofagickych a apoptotickych procesu
v Langerhansovych buiikidch. Autofigie nckteré flaviviry vyuzivaji pro zefektivnéni své
replikace (Lee et al., 2008). Plati to i pro TBEV v primarnich neuronech, ve kterych stimulace
autofagie pozitivné ovlivnila replikaci viru (Bily et al., 2015). Pozitivni vliv slin vektora na
autofagii byl v minulosti naptiklad pozorovan ve studii S proteinem piitomnym ve slinach
komara Aedes aegypti, ktery v monocytarni linii imunitnich bun¢k (dendritické burnky a
makrofagy derivované z monocytl) autofagii aktivoval a podporoval tak replikaci virti dengue
a Zika (Sun et al., 2020). V nasem experimentu po 24 hodinach od infekce doslo v TBEV
infikovanych bunikach k indukci autofagie, ktera byla vlivem slin ve virem infikovanych
buiikach snizena. Jelikoz i v dalSich experimentech provedenych v laboratofich Katedry
medicinské biologie, kdy se sledovala autofagie v mDC a makrofazich PMJ2-R za pomoci
markeru LC3, doslo k poklesu autofagického procesu vlivem slin (nepublikované data), nebyl
tento vysledek tolik piekvapivy. Vliv slin na autofagii v infikovanych LC byl v této praci
sledovan pouze jednou. Vzhledem k tomu by pro konfirmaci inhibi¢niho efektu slin bylo
Zadouci experiment zopakovat a prozkoumat, jak indukce autofagie Hyprem ovliviiuje
virovou replikaci v LC.

Viry €asto inhibuji apoptdzu, aby tak prodlouzily Zivotnost bunky, v které se replikuji
(Okamoto et al., 2017). Jednou ze strategii ovlivnéni apoptozy je draha PI3K/Akt (Diehl and
Schaal, 2013), jejiz soucasti je vznik fosforylované formy Akt s protiapoptotickou funkci.
V minulosti se ovlivnéni drahy PI3K/Akt ve prospéch pieziti buniky ukézalo naptiklad u virt
JEV, WNV a DENV (Lee et al., 2005; Urbanowski and Hobman, 2013). V nasem experimentu
3 hodiny po infekci doSlo k upregulaci fosforylované formy Akt infekci Hyprem, coz je
Vv souladu se zminénymi experimenty. Vlivem slin vSak doslo k jejimu snizeni na uroven
kontroly. Toto docasné snizeni fosforylace Akt slinami bylo pozorovano i v mDC (Lieskovska
et al., 2018) a pravdépodobné souvisi s ¢astecnou ztratou adherence. V intervalu 24 hodin byl
taktéz pozorovan vysledek obdobny praci Lieskovska et al., 2018 s mDC. Sliny v tomto Case
upregulaci nezapficinila.

Pii sledovani apoptézy pomoci kaspazy-3 bylo v ¢asovych intervalech 24 a 48 hodin

apoptotické jen velmi malé procento bun¢k. Po 72 hodindch od infekce doslo vlivem slin
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K inhibici apoptézy ve virem infikovanych bunkach. Tento vysledek se taktéz shoduje se
zavery prace s mDC Lieskovska et al., 2018. Zda se tedy, Ze apoptoza je v infikovanych LC
slinami snizovana, ale jelikoz byl ocekavany vysledek pozorovan v pozdéjSich intervalech,
nez tomu bylo vmDC, vbunéénych subtypech mize dochdzet k odlisné kinetice
apoptotického procesu. V nasi praci ale nedoslo k podpoteni replikace viru slinami. Inhibice
apoptozy tedy pravdépodobné na replikaci TBEV v LC nema vliv. Sledovani apoptdzy v LC
bylo pojato jako screening pro dal$i zkoumani, proto je potfeba experimenty zopakovat a
ov¢tit tak dosavadni vysledky.

Analyza apoptozy v pDC byla provedena pomoci Annexinu V. Annexin V se vaze na
fosfatidylserin, ktery se pii zapoceti apoptdzy externalizuje na vnéjsi stranu membrany. K
vazbé Annexinu V muze ale dojit i u bun¢k nekrotickych, kdy se barvivo v disledku prasknuti
buiiky véze na fosfatidylserin na vnitini strané membrany. Z tohoto divodu se sledovani
apoptozy prostiednictvim Annexinu V standardné¢ provadi za soucasného pouziti
fluorescenéni barvicky, ktera rozlisi nekrotické bunky. Annexin V se pak vyhodnocuje jen
Vv bunikach, které nekrotické nejsou. UZ béhem derivace pDC se ukazalo, ze tento typ bunék je
velmi citlivy, nebot’ se nedafilo ziskat takové mnozstvi bungk, jaké se ocekavalo. Pied
znacenim buné€k na cytometr se adherované bunky sundavaly z panelu silikonovou skrabkou
a samotné znaCeni doprovazelo nékolik centrifugaci a promyvani. Z téchto divodu
pravdépodobné doslo k poskozeni bunék b&hem procesu a na cytometru se vétSina bunck
jevila jako nekroticka. Poskozeni béhem procesu nahrava i fakt, Ze analyza pieZivani bunck
pomoci alamarBlue, ktera je procesné jednodussi, ukazala bunky zivé. Nazorné€ je to vidét na
sledovani piezivani po 16 hodinach a znaceni Annexinem V po 14 hodinach. Na tyto dvé
analyzy byly na panely nasazené buiiky derivované a infikované najednou, jedna se tedy o
buiiky pochazejici z jednoho experimentu. Co je zajimavé, pfestoze v poméru mrtvych a
zivych bun¢k nebyl na cytometru mezi skupinami rozdil, vlivem slin vzdy doslo ke sniZeni
stfedni intenzity fluorescence Annexinu V. Proto se pfistoupilo k vyhodnocovani Annexinu
V ve vSech bunkdach bez ohledu na standardni protokol, ve kterém se z analyzy vylou¢i buiiky
nekrotické. Pokud by externalizace fosfatidylserinu opravdu reflektovala proces bunééné
smrti, tento vysledek by se projevil i na prezivani bunék, kdy by buriky s nizsi sttedni hodnotou
intenzity fluorescence Annexinu V (tj. bunky neapoptotické) vykazovaly vysSsi prezivani.
V nasich vysledcich vSak doSlo k piekvapivému paradoxu. Vlivem klistécich slin dochazelo
k signifikantn¢ horSimu pfezivani bunek, piestoze vazba Annexinu V na fosfatidylserin byla
nizsi. Ke snizeni fosfatidylserinu v pDC vlivem slin patrné dochazi z jiného diivodu nez jako

disledek inhibice apoptozy. Jak se v minulosti ukazalo, vzdy totiz fosfatidylserin s apoptézou
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souviset nemusi (Birge et al., 2016). Ackoliv je externalizace fosfatidylserinu klasickym ,,eat-
me* signalem oznaCujicim bunky k apoptéoze, miize byt externalizovan i na zijicich
monocytech (Appelt et al., 2005), na povrchu zralych makrofagu (Callahan et al., 2000),
aktivovanych B-lymfocyta (Dillon et al., 2000) a rakovinnych bunék (Utsugi et al., 1991).
Nékteré viry véetné DENV dokonce koncentruji fosfatidylserin na svém povrchu a vyuzivaji
ho k vazb¢ a vstupu do buniky (Amara and Mercer, 2015; Birge et al., 2016). Davodu, pro¢
dochazelo k odlisné vazbé Annexinu V na fosfatidylserin v burikach inkubovanych se slinami,
muze byt nékolik. Spekulovat mizeme o inhibici enzymi, které jsou za externalizaci
zodpovédné, jako napt. flipazy a flopazy. Toto by mohlo byt zajimavé v souvislosti se
skuteCnosti, ze stejné enzymy se podileji na tvorbé extracelularnich vezikuli. OvSem
pfitomnost fosfatidylserin-véazajiciho ligandu ve slindch je rovnéz teoreticky mozna. Na
objasnéni tohoto pozorovani jsou proto nutné dalsi experimenty.

Jestli bunka pfezije nebo vstoupi do apoptdzy zavisi na vzajemné interakci
proapoptotickych a antiapoptotickych proteinti. Piezivani plazmacytoidnich dendritickych
bunck je na rozdil od konvencnich DC zé4vislé na proteinu Bcl-2. Pro ob& populace je zaroven
nezbytny i protein MCL-1 (Carrington et al., 2015). O proteinu MCL-1 je znamo, ze flaviviry
inhibuji jeho expresi (Suzuki et al., 2018). Tento fakt se potvrdil i v mé praci. Na rozdil od
prace Liu et al., 2019, ve které doslo v ledvinach mysi infikovanych virem Zika k supresi
exprese proteinu Bcl-2, v mé praci TBEV aktivitu proteinu Bcl-2 podpofil. U obou zminénych
proteint navic vlivem slin doslo ke snizeni jejich exprese, a to v piipadé MCL-1 0 62 % a Bcl-
2 0 67 %. Nejvetsi rozdil v aktivité proteinti byl pozorovan u HSP70. Jeho role ve flavivirové
infekci byla studovana naptiklad u JEV, kde HSP70 interagoval s virovymi proteiny NS5 a
NS3, zvySoval jejich stabilitu a chranil je tak pfed degradaci. ProtoZe jsou tyto proteiny
soucasti replikacniho komplexu, knockdown HSP70 vyustil ve sniZzenou replikaci genomu
JEV (Yeetal., 2013). Podobnou roli hraje HSP70 i v infekci DENV (Taguwa et al., 2015). Je
proto jasné, ze pro virus je vyhodné zvysit aktivitu tohoto proteinu. To se v nasem experimentu
potvrdilo. Virova infekce signifikantné zvysila relativni aktivitu HSP70. Vlivem slin doslo
Vv infikovanych buiikéach k jejimu sniZeni o 94 %. Tato inhibice mliZe nabizet vysvétleni, pro¢
vlivem slin doslo v pDC ke snizeni replikace viru.

Jak uz bylo feceno v teoretické Casti, apoptdoza muze probihat dvéma zpusoby. Vnéjsi
cesta za¢ina aktivaci receptorti smrti. V nasi praci byly sledovany receptory Fas, TNF RI a
TRAIL R2. K signifikantnimu rozdilu mezi skupinami doslo jen u posledniho zminéného, kdy
infekce zplsobila snizeni jeho relativni aktivity. Pfitomnost slin na expresi vSak neméla vliv.

Klicovym bodem vnitini cesty apoptozy je mitochondrie a uvoliiovany cytochrom c. Virova
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infekce ani pfitomnost slin v infikovanych butikach jeho expresi nijak neovlivnila. Dtlezitym
bodem pribéhu apoptodzy je kaspdza-3. Ani na jeji expresi neméla infekce Hyprem ani
pritomnost slin zadny efekt. S pfihlédnutim k vysledkiim piezivani pDC, kdy virova infekce
méla na prezivani bun¢k pozitivni vliv, se zda, ze k apoptdze v pDC vlivem infekce nedochazi.
Ptitomnost slin v infikovanych buiikdch naopak viabilitu bun¢k signifikantné snizovala, coz
je odlisné od mDC, ve kterych klistéci sliny piezivani infikovanych bunék zvysuji (Lieskovska
et al., 2018). Vzhledem k tomu by bylo Zadouci v dal$im zkoumani sledovat v pDC dalsi typ

bunécné smrti, proces autofagie, ktery by mohl toto zjisténi osvétlit.
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6 ZAVER

Klistéci sliny nemaji vliv na replikaci TBEV v LC.

Klistéci sliny 72 hodin po infekci inhibuji replikaci TBEV v pDC.

Vlivem infekce TBEV dochazi v LC k autofagii, ktera je kliStécimi slinami snizena.
Klistéci sliny inhibuji apoptozu v LC upregulaci P-Akt a inhibici kaspazy-3.

Infekce TBEV ma pozitivni vliv na ptezivani pDC.

Ptitomnost klistécich slin inhibuje viabilitu infikovanych pDC.

Klistéci sliny inhibuji mnozstvi fosfatidylserinu v infikovanych pDC bez ohledu na
pfezivani buiky.

HSP70 je béhem virové infekce silné upregulovany a ptitomnost klistécich slin
zpisobuje jeho inhibici.

V pDC nedochazi k apoptdze vnéjsi ani vnitini cestou.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

7-AAD 7-aminoactinomycin D

A549 bunky buiiky lidského adenokarcinomu odvozené od alveolarnich buné¢k typu II

Akt Proteinkinaza B

Apaf aktivacni faktor apoptotickych proteaz (z angl. apoptotic protease activating
factor)

APS peroxodisiran amonny

ATG z angl. autophagy related genes

ATP adenosintrifosfat

Bcl-2 z angl. B-cell lymphoma 2

BOFES bovinni (hovézi) fetalni sérum

BSA bovinni (hovézi) sérovy albumin

BTLA z angl. B- and T-lymphocyte attenuator

CD z angl. cluster of differentiation

cDC konvenc¢ni dendritické bunky

CMC karboxymethylcelul6za

CNS centralni nervovy systém

DAMPs z angl. damage (danger)-associated molecular patterns

DC dendritické bunky

DENV dengue virus

DISC z angl. death inducing signaling komplex

DMEM z angl. Dulbecco's Modified Eagle's medium

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ELFO elektroforéza

ER endoplazmatické retikulum

FACS z angl. fluorescence-activated cell sorter

FADD z angl. Fas-asociated protein with death domain

FLT3 z angl. FMS-like tyrosine kinase 3

FVD z angl, fixable viability dye

GM-CSF z angl. granulocyte macrophage colony stimulating factor

HIF hypoxii indukovany faktor

HO hemova oxygenaza
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Hpi
HRP
HSP
IFN

IRF
ISGF
ISGs
JAK
JEV
LBP
LC
LGTV
MCL-1
M-CSF
mDC
MEM
MFI
MHC
MIP
MoDC
mTOR
NF-xB
NO
PAMPs
PBS
pDC
PI3K
PIP;
PIP3
PRR
PS buiky
PTS
RIG-I

hodiny po infekci

kfenova peroxidaza

protein teplotniho Soku

interferon

interleukin

interferon regulacni faktor

interferonem stimulovany genovy faktor

interferonem stimulované geny

Janus kinaza

virus japonské encefalitidy

protein vazajici laminin (z angl. aminin binding protein)
Langerhansovy buiilky

Langat virus

z angl. myeloid cell leukemia 1

z angl. macrophage colony stimulating factor
myeloidni dendritické bunky

minimalni esencialni médium

sttedni hodnota fluorescence

hlavni histokompatibilni komplex (z angl. major histocompatibility complex)
makrofagovy zanétlivy protein

dendritické buniky derivované z monocytl
serin/threoninova kinaza (z angl. mammalian target of rapamycin)
nuklearni faktor kappa B

oxid dusnaty

z angl. pathogen-associated molecular patterns
pufrovany fyziologicky roztok

plazmacytoidni dendritické bunky
fosfatidylinositol-3-kinaza

fosfatidylinostitol bisfosfat

fosfatidylinositol trifosfat

receptor rozpoznavajici patogeny (z angl. pathogen recognition receptors)
bunky praseci ledviny, (z angl. porcine kidney stable)
prekolostralni teleci sérum

typ cytoplazmatického receptoru (z angl. retinoic acid-inducible gene I)
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RNA
ROS
SDS
STAT
TBEV
TBS
TEMED
TGF
TGN
TLR
TNF
TNFR
TRAIL R2
WNV
XIAP

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku

dodecylsiran sodny

z angl. signal transducer and activator of transcription
virus klistové encefalitidy (z angl. Tick-borne encephalitis virus)
z angl. tris-buffered saline

tetramethylethylendiamin

z angl. transforming growth factor

trans Golgi systém

Toll-like receptor

z ang. tumor necrosis factor

z angl. tumor necrosis factor receptor

z angl TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2
virus zapadonilské horecky

X-vézany inhibitor apoptdzy
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